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1. PREDSTAVITEV PROBLEMATIKE IN HIPOTEZE 
 
V zadnjem desetletju smo priča hitremu razvoju nanotehnologije, kar pospešuje izdelavo in 
uporabo nanomaterialov za različne aplikacije v medicini, elektroniki, kozmetični in 
tekstilni industriji, preučujejo pa se tudi nova področja njihove uporabe (Lin, 2015; 
Srivastava in sod., 2015; Cho, 2016). Pri uporabi nanomaterialov se je potrebno zavedati, 
da lahko snovi, ki jih običajno obravnavamo kot biološko inertne, postanejo zaradi 
povečane reaktivnosti in lažjega prehajanja v organizem ali celice v nanodimenzijah 
biološko bolj aktivne (Donaldson in sod., 2010; Bahadar in sod., 2016). Sočasno z 
naraščanjem proizvodnje nanomaterialov se povečuje tudi potreba po testiranju njihovih 
vplivov na žive organizme in njihove celice, saj poznavanje le-teh pripomore k njihovi 
varni proizvodnji, uporabi in odstranjevanju iz obtoka uporabe.  
 
Do sedaj je bilo izvedenih že več nanotoksikoloških raziskav, a podatki, ki bi nam podali 
celostni pogled na biološki vpliv nanomaterialov, so trenutno še pomanjkljivi (Agarwal in 
sod., 2013; Golbamaki in sod., 2015; Bakand in Hayes, 2016). Številne raziskave so se 
osredotočile na preučevanje citotoksičnosti (vpliv na viabilnost in proliferacijo celic), ki 
pogosto nastopi pri izpostavljenosti visokim koncentracijam nanomaterialov (Brunner in 
sod., 2006; Lewinski in sod., 2008; Hu in sod., 2009; Lanone in sod., 2009; Mukherjee in 
sod, 2012). Izpostavljenost celic nižjim, ne-citotoksičnim koncentracijam nanomaterialov 
je v realnih situacijah bolj verjetna, saj je stik celic z visokimi koncentracijami 
nanomaterialov verjeten in mogoč le pri uporabi nanomaterialov v medicinske namene, ko 
nanomateriale neposredno vnesemo v organizem. Pri nižjih koncentracijah nanomaterialov 
pa lahko pride do motenj v delovanju celic, ki ne vodijo nujno do celične smrti (Karlsson, 
2010; Pfaller in sod., 2010). Eden izmed takšnih učinkov je genotoksičnost, ki lahko vodi v 
razvoj genetskih mutacij in karcinogenezo. Čeprav je že več nanotoksikoloških študij 
pokazalo, da različni nanomateriali lahko povzročijo poškodbe DNA (Donaldson in sod., 
2010; Magdolenova in sod., 2014), pa genotoksičnost nanomaterialov še vedno ni dobro 
preučena. Številne študije genotoksičnosti nanomaterialov so bile izvedene brez ustreznih 
kontrol, ki bi nam podale informacije o vplivu velikosti in raztapljanja delcev, poleg tega 
pa so številne raziskave bile izvedene pri citotoksičnih koncentracijah nanomaterialov, ki 
zaradi odmiranja celic lahko privedejo do lažno pozitivnih rezultatov (Magdolenova in 
sod., 2014; Kononenko in sod., 2017).  
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Številne vrste celic opravljajo specifične funkcije, ki so esencialnega pomena za delovanje 
celotnega organizma. Vpliva nanomaterialov na funkcije tovrstnih celic ne moremo 
preučevati z uporabo standardnih testov strupenosti, saj ti merijo le vpliv na tiste biološke 
molekule, celične organele in celične funkcije, ki jih najdemo pri večini celic. Primer 
takšnih celic so alveolarne celice tipa II, katerih ključna naloga je proizvodnja pljučnega 
surfaktanta, ki zmanjša površinsko napetost v pljučnih mešičkih (alveolih) in preprečuje 
kolaps pljuč (atelektazo), sodeluje pa tudi v imunski obrambi pljuč (Whitsett in Alenghat, 
2015; Whitsett in sod., 2015b). Znano je, da lahko nanodelci spremenijo biofizikalne 
lastnosti surfaktanta (Schleh in Hohlfeld, 2009; Harishchandra in sod., 2010; Arick in sod., 
2015), a trenutno ni znanih podatkov o vplivu nanomaterialov na metabolizem surfaktanta. 
 
Nekateri od možnih vplivov potencialno škodljivih snovi, do katerih pogosto pride še pred 
pojavom standardnih pokazateljev strupenosti (citotoksičnost, genotoksičnost, oksidativni 
stres), so vpliv na delovanje lizosomov, vpliv na metabolizem lipidov ter sprožitev 
fosfolipidoze. Fosfolipidoza oz. prekomerno skladiščenje fosfolipidov v celicah (v 
posebnih organelih, t. i. lamelarnih telesih) se smatra kot kazalec škodljivih učinkov, saj 
pogosto spremlja različne patološke procese (Anderson in Borlak, 2006; Shayman in Abe, 
2013). Trenutno je le malo znanega o vplivu nanomaterialov na metabolizem lipidov in na 
sprožitev fosfolipidoze (Przybytkowski in sod., 2009; Rajapakse, 2013; Wang in Petersen, 
2013). 
 
1.1. NAMEN IN HIPOTEZE  
 
V okviru doktorske disertacije smo testirali biološki vpliv izbranih nanomaterialov, ki 
imajo potencial za uporabo v medicini. Za testni sistem smo uporabili pasje ledvične celice 
MDCK (ang. Madin-Darby Canine Kidney cells) ter človeške pljučne celice A549 z 
lastnostmi alveolarnih celic tipa II.  
 
Raziskovalno delo smo razdelili v dva delovna sklopa. V prvem sklopu, v katerem smo 
celice MDCK izpostavili nanodelcem ZnO, smo želeli preveriti, ali so biološki vplivi 
nanomaterialov odvisni od njihove velikosti ter od raztapljanja ZnO in sproščanja cinkovih 
ionov v gojišče za celice. Namen drugega delovnega skopa, v katerem smo celice MDCK 
in A549 izpostavili različnim nanomaterialom, je bil ugotoviti, ali izbrani nanomateriali 
lahko sprožijo nastanek fosfolipidoze, tj. prekomernega skladiščenja fosfolipidov v celicah, 
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in ali se znaki fosfolipidoze pojavijo pred nastopom citotoksičnosti. S pomočjo te 
ugotovitve bi v prihodnosti lahko uporabljali pojav fosfolipidoze kot zgodnji indikator 
kvarnega vpliva nanomaterialov. Nadalje smo želeli preveriti, ali izbrani nanomateriali 
vplivajo na metabolizem lipidov v celicah A549. 
 
Hipoteze: 
 
1. Biološki vpliv nanomaterialov je odvisen od njihove velikosti in ni odvisen le od 
ionov, ki se iz nanomateriala sprostijo v gojišče za celice. 
 
2. Nanomateriali lahko v celicah sprožijo nastanek fosfolipidoze (prekomerno 
intracelularno kopičenje fosfolipidov v lamelarnih telesih).  
 
3. Odziv celic na izpostavljenost nanomaterialom je odvisen od koncentracije 
nanomaterialov in se spreminja skozi čas, pri čemer se znaki fosfolipidoze začno 
kazati pred znaki strupenosti.  
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2. PREGLED OBJAV 
 
2.1. NANOMATERIALI V MEDICINI 
 
Nanomateriali so vsi naravni, naključno nastali ali namensko proizvedeni materiali, ki 
vsebujejo proste, agregirane ali aglomerirane delce in imajo eno ali več dimenzij v 
velikostnem območju med 1 in 100 nm (EU commission, 2016). Če imajo nanomateriali 
vse tri dimenzije v velikostnem območju med 1 in 100 nm, se imenujejo nanodelci (Lee in 
sod., 2015). Z razvojem nanotehnologije se povečujejo možnosti načrtne proizvodnje 
nanomaterialov z želenimi lastnostmi, ki jih lahko uporabimo v medicini. Z uporabo 
nanomaterialov v medicini lahko izboljšamo ali celo nadomestimo tradicionalne metode 
diagnosticiranja bolezni, njihovega spremljanja ter zdravljenja (Murthy, 2007). Natančno 
zasnovani nanomateriali nam omogočajo diagnostiko zgodnjih stadijev bolezni, tarčno 
dostavo zdravil z minimalnimi stranskimi učinki ter tarčno uničenje rakavih celic (Lin, 
2015). Za namene medicinskega slikanja se nanomateriali lahko uporabijo kot kontrastna 
sredstva pri ultrazvočnem pregledu in slikanju z magnetno resonanco (ang. magnetic 
resonance imaging, MRI), lahko pa se uporabljajo tudi pri označevanju celic in tkiv za 
mikroskopijo. Z uporabo nanomaterialov za dostavo zdravilnih učinkovin lahko odpravimo 
slabosti, ki spremljajo sistemsko dajanje zdravila, kjer pride do splošne porazdelitve 
terapevtika in s tem povezanih težav (pomanjkanje lokacijske specifičnosti zdravila, 
nujnost visokih doz za dosego visoke lokalne koncentracije, nespecifična strupenost in 
drugi stranski učinki) (Mahmoudi in sod., 2011). Z vezavo različnih kemijskih 
funkcionalnih skupin in bioloških molekul na površino nanomaterialov (s funkcionalizacijo 
nanomaterialov) lahko dosežemo njihovo specifično vezavo na želeno mesto v organizmu 
(Murthy in sod., 2007). Velik potencial pri zdravljenju rakavih obolenj imajo takšni 
nanomateriali (fotosenzibilizatorji), ki pri fotodinamični terapiji (ang. photodynamic 
therapy, PDT) prenesejo svetlobno energijo na kisik, s čimer nastanejo reaktivne kisikove 
zvrsti (ang. reactive oxygen species, ROS), ki delujejo fototoksično (Lucky in sod., 2015; 
Kononenko in sod., 2016; Imani in sod., 2017; Kononenko in sod., 2017b) in magnetni 
nanomateriali, ki se uporabljajo za uničevanje tumorjev s segrevanjem ─ hipertermijo 
(Sadhukha in sod., 2013; Deatsch in Evans, 2014; Kononenko in sod., 2017c). 
Protimikrobne lastnosti nanomaterialov lahko izrabimo pri proizvodnji in uporabi 
medicinskih orodij, naprav in pripomočkov (Martin in Kohli, 2003; Chen in Schluesener, 
2008; Jones in sod., 2008; Monteiro in sod., 2009; Hajipour in sod., 2012). Nanomateriali 
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se lahko uporabljajo v implantacijski medicini, saj lahko izboljšajo biokompatibilnost 
implantatov, pospešijo rast telesu lastnih celic ter podaljšajo življenjsko dobo implantata 
(Salata, 2004; Allaker in Memarzadeh, 2014; Keremidarska in sod., 2015). Nanomateriale 
lahko uporabljamo tudi kot modulatorje imunskega odziva (Kononenko in sod., 2015).  
 
V okviru doktorskega dela smo uporabljali cinkove nanomateriale, fuleren C60, bakrove 
nanomateriale, različne nanodelce iz silicijevega dioksida ter različne superparamagnetne 
nanodelce železovih oksidov. 
 
2.1.1. Nanomateriali iz cinkovega oksida (ZnO) 
 
Nanomateriali iz ZnO imajo edinstvene fizikalno-kemijske lastnosti, ki jih lahko koristno 
uporabimo (Djurišić in sod., 2010). V medicini se nanomateriali iz ZnO lahko uporabljajo 
kot sredstva za vizualizacijo, za dostavo genov in zdravil ter kot biosenzorji pomembnih 
bioloških molekul (Zhang in sod., 2013). ZnO se uporablja za sintezo biokompatibilnih, 
biorazgradljivih nanomaterialov, ki bi se lahko uporabili pri diagnostiki in zdravljenju 
raka. Zaradi visoke topnosti se nanomateriali iz ZnO po uporabi lahko sami razgradijo in 
izločijo iz organizma (Zhang in sod., 2013). Visoka topnost ZnO pa predstavlja tudi 
težavo, saj večina dosedanjih znanstvenih objav navaja, da je visoka topnost ZnO in 
posledično sproščanje Zn2+ ionov glavni razlog za njihove škodljive učinke (Heim in sod., 
2015; Pandurangan in Kim, 2015; Kononenko in sod., 2017). S kontroliranjem raztapljanja 
ZnO je zato možno pridobiti nadziranje citotoksičnosti nanomateriala (Imani in sod., 
2015). 
 
2.1.2. Fuleren C60 
 
Fulereni so molekule različnih oblik (sferične, elipsoidne, cevaste), zgrajene iz atomov 
ogljika. Fuleren C60, imenovan tudi buckministerfullerene (ang. buckyball), je bil prvi 
odkriti fuleren (Kroto in sod.,1985). Za njegovo odkritje so Kroto, Curl in Smalley leta 
1996 prejeli Nobelovo nagrado za kemijo. Fuleren C60 je simetrična molekula, sestavljena 
iz 60 atomov ogljika, ki tvorijo 20 šestkotnikov in 12 petkotnikov. Zaradi svojih 
fotokemičnih in elektrokemičnih lastnosti imajo fulereni velik potencial za uporabo v 
biomedicinskih aplikacijah (Prato, 1997; Bakry in sod., 2007). Fulereni se lahko 
uporabljajo kot kontrastna sredstva pri MRI (Anilkumar in sod., 2011), kot lovilci prostih 
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radikalov (Krusic in Keizer, 1991; Gharbi in sod., 2005), kot fotosenzibilizatorji za 
uničevanje rakavih celic (Mroz in sod., 2007), kot protivirusne učinkovine (Bosi in sod., 
2003), kot inhibitorji encimov (Sijbesma in sod., 1993; Marcorin in sod., 2000) ter kot 
nosilci za dostavo genov ali zdravilnih učinkovin (Montellano in sod., 2011).  
 
2.1.3. Bakrovi nanomateriali (Cu in CuO) 
 
Bakrovi nanomateriali imajo velik potencial za uporabo v diagnostične namene 
(Bhattacharya in sod., 2006) ter za izdelavo zaščitnih protiinfekcijskih sredstev (Borkow in 
sod. 2010). Bakrovi nanomateriali so primerni za nuklearno slikanje in radioterapijo 
(Szymański in sod., 2012), veliko pa obetajo tudi pri zdravljenju osteoporoze ter pri 
izdelavi bakrovih intrauterinih kontracepcijskih naprav (Lei in sod., 2008; Xu in sod., 
2013). Čeprav se nanomateriali bakra in bakrovega oksida trenutno uporabljajo le za redke 
medicinske aplikacije, pa se v prihodnosti pričakuje povečan obseg njihove uporabe, saj 
deluje baker protivnetno, protiproliferacijsko ter protimikrobno (Szymański in sod., 2012). 
 
2.1.4. Nanomateriali iz silicijevega dioksida (SiO2) 
 
Zaradi majhne gostote, visoke poroznosti, visoke mehanske stabilnosti, enostavne 
funkcionalizacije, majhne strupenosti in visoke biokompatibilnosti imajo nanomateriali iz 
SiO2 velik potencial za uporabo v različnih biomedicinskih aplikacijah (Du in He, 2011). 
Na površini imajo ti nanomateriali veliko silanolnih skupin, ki omogočajo širok spekter 
površinskih reakcij in vezav z biološkimi molekulami, ki jih lahko načrtno vežemo na 
površino nanomaterialov (Knopp in sod., 2009). Nanomateriali iz SiO2 se lahko 
uporabljajo v terapevtske in diagnostične namene (Wang in sod., 2008). SiO2 se pogosto 
uporablja tudi kot prevleka za ostale nanomateriale, s čimer dosežemo zaščito osrednjega 
dela materiala pred sproščanjem potencialno škodljivih ionov, poleg tega pa SiO2 poveča 
poroznost površine in nudi dobro podlago za nadaljnjo funkcionalizacijo površine 
(Guerrero‐Martínez in sod., 2010; Baber in sod., 2011; Yen in sod., 2015; Kononenko in 
sod., 2017c). 
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2.1.5. Superparamagnetni nanodelci železovih oksidov  
 
Superparamagnetni nanodelci železovih oksidov (ang. superparamagnetic iron oxide 
nanoparticles, SPIONs) predstavljajo skupino nanomaterialov, ki so zgrajeni iz različnih 
železovih oksidov. Za medicinsko uporabo sta zanimiva zlasti magnetit (Fe3O4) in 
maghemit (γ-Fe2O3) (Mahmoudi in sod., 2011). Zaradi svojih superparamagnetnih lastnosti 
imajo velik potencial v medicini, saj jih z uporabo magnetnega polja lahko vodimo do 
želene lokacije v organizmu, kjer jih lahko uporabimo za magnetno hipertermijo (Laurent 
in sod., 2011). Ko se odstrani zunanji vir magnetnega polja, SPIONi ne kažejo več 
magnetnih lastnosti. SPIONi se lahko uporabljajo tudi za dostavo zdravil, kot kontrastna 
sredstva pri MRI in kot sestavni deli biosenzorjev ter imunskih testov (Laurent in sod., 
2008). SPIONi so pogosto obdani z biokompatibilnim plaščem, ki ščiti magnetno jedro 
pred zunanjimi vpliv, poleg tega pa se površina plašča lahko nadalje funkcionalizira s 
karboksilnimi ali aminskimi skupinami, z biotinom, avidinom, citratom, malatom ali 
ostalimi molekulami (Kononenko in sod., 2017c). Modifikacija površine SPIONov lahko 
pripomore k izboljšanju njihovih lastnosti, npr. za njihovo stabilizacijo ter za dosego boljše 
tarčne učinkovitosti (Mahmoudi in sod., 2011).  
 
2.2. INTERAKCIJE NANOMATERIALOV S PLJUČI 
 
Nanomateriale za medicinske aplikacije lahko v organizem vnesemo preko klasičnih poti, 
npr. z zaužitjem (skozi prebavila), z dermalno penetracijo (skozi kožo) ali z 
intravaskularnim injiciranjem (vnos v žile) (Yildirimer in sod., 2011). Čedalje več 
pozornosti pa je usmerjene v razvoj in uporabo nanomaterialov, ki se v telo vnesejo 
enostavno, učinkovito ter neinvazivno skozi pljuča. Pulmonalni način vnosa 
nanomaterialov z inhalacijo predstavlja učinkovito alternativo drugim načinom vnosa. 
Pljuča zagotavljajo veliko površino za vnos nanomaterialov, kar izkoriščamo pri 
diagnostiki in lokalnem zdravljenju pljučnih bolezni kakor tudi pri diagnostiki in 
zdravljenju drugih bolezni (Patton in Byron, 2007; Yang in sod., 2008; Sadhukha in sod., 
2013), saj se nanomateriali lahko absorbirajo v sistemski krvni obtok preko tankega, dobro 
prekrvavljenega epitelnega tkiva alveolov, kar omogoča hitro absorpcijo brez razgradnje v 
prebavnem traktu (Kocbek, 2015). Vnos nanomaterialov skozi pljuča prinaša veliko 
prednosti, potrebno pa se je zavedati, da nanomateriali v pljučih pridejo v stik s pljučnimi 
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epitelnimi celicami, kar lahko vodi do neželenih stranskih učinkov, ki pa trenutno še niso 
dobro raziskani (Kononenko in sod., 2017c). 
 
V preteklosti je bilo izvedenih več obsežnih študij, ki so preučevale vplive nenamernega 
vdihavanja ultrafinih prašnih delcev, zlasti azbesta in silike (Wagner 1997; Leung in sod., 
2012). Vdihavanje prašnih delcev poveča dovzetnost za nastanek respiratornih obolenj 
(pljučni emfizem, fibroza, bronhitis, astma) in poveča verjetnost za razvoj pljučnega raka 
(Leung in sod., 2012; Zhao in sod., 2012). Kako se inhalirani delci nalagajo v pljuča in 
kako s pljuči interagirajo, je odvisno od lastnosti delcev. Pomembno vlogo pri tem igrajo 
naboj, oblika in kemijska sestava površine delcev, ključna pa je velikost delcev, saj je 
zlasti od nje odvisno, kako globoko območje respiratornega trakta bodo vdihani delci 
dosegli (Oberdörster in sod., 2002; Zhao in sod., 2012; Qiao in sod., 2015). Zaradi svoje 
majhnosti (< 100 nm) lahko nanomateriali dosežejo alveole, kjer lahko preidejo alveolarni 
epitelij ter preko kapilar vstopijo v krvožilni sistem in nato v ostale notranje organe 
(Mansour in sod., 2009; Qiao in sod., 2015). Nekateri nanomateriali se v pljučih nalagajo. 
Pljučni makrofagi sicer učinkovito odstranjujejo vdihane delce mikronskih velikosti, manj 
učinkoviti pa so pri odstranjevanju majhnih nanomaterialov, zaradi česar se lahko le-ti v 
alveolih zadržujejo tudi več let (Mansour in sod., 2009; Geiser in sod., 2010). Dolg 
zadrževalni čas nanomaterialov v alveolih poveča možnost nastanka neželenih učinkov. Za 
zagotovitev varne uporabe nanomaterialov, je potrebno njihove interakcije s pljučnimi 
celicami temeljito preučiti.  
 
2.3. INTERAKCIJE NANOMATERIALOV Z LEDVICAMI  
 
Nanomateriali, ki jih za diagnostične ali terapevtske namene vnesemo v človeško telo, se 
morajo po uporabi izločiti iz organizma. Nanomateriali za medicinsko uporabo so pogosto 
namensko dizajnirani tako, da se po uporabi izločijo iz organizma skozi ledvica (Liu in 
sod., 2013). Izločanje nanomaterialov skozi ledvica v urin predstavlja zaželeno pot 
izločanja, saj je v primerjavi z izločanjem skozi hepatobiliarni sistem izločanje hitrejše in 
zato tudi manj tvegano (Longmire in sod., 2008). Kljub hitremu izločanju so interakcije 
nanomaterialov z ledvičnimi celicami neizogibne. Več študij in vivo je pokazalo, da se 
nanomateriali lahko zadržujejo v ledvicah (Wang in sod., 2007; Kim in sod., 2009; Li in 
sod., 2012), zaradi česar je potrebno interakcije nanomaterialov z ledvičnimi celicami 
podrobno proučiti. 
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2.4. INTERAKCIJE NANOMATERIALOV S CELICAMI 
 
Majhnost nanomaterialov pripomore k njihovemu lažjemu vdoru v organizem, kjer pridejo 
v stik s celicami. Z manjšanjem velikosti delcev se eksponentno povečuje delež 
površinskih atomov in s tem reaktivnost delcev (Oberdörster in sod., 2005). Ob interakciji 
nanomaterialov s celicami lahko njihova visoka reaktivnost vodi do neželenih in škodljivih 
učinkov. Nanomateriali se v zunajceličnem okolju obdajo z različnimi biomolekulami 
(proteini, lipidi), ki tvorijo t. i. korono, ki ima pomembno vlogo pri interakcijah 
nanomaterialov s celicami (Shang in sod., 2014). Škodljivi učinki nekaterih 
nanomaterialov (Ag, ZnO, CuO) se pogosto pripisujejo njihovi visoki topnosti v vodnem 
okolju in sproščanju ionov (Vandebriel in De Jong, 2012; Bondarenko in sod., 2013). 
Sproščanje ionov s površine nanomaterialov je še dodatno pospešeno v okolju z nizko 
vrednostjo pH in ob prisotnosti biomolekul (Xia in sod., 2008). Nanomateriali lahko 
interagirajo s plazmalemo celice, lahko pa v procesu endocitoze v celico tudi vstopijo in 
ovirajo normalno delovanje znotrajceličnega transporta in ostalih celičnih procesov 
(Iversen in sod., 2011). Mehanizmi, s katerimi lahko nanomateriali sprožijo škodljive 
učinke, so različni, največkrat pa se omenja njihova sposobnost povzročitve oksidativnega 
stresa (Nel in sod., 2006; Buzea in sod., 2007; von Moos in Slaveykova, 2014; Fard in 
sod., 2015), genotoksičnost (Magdolenova in sod., 2014; Donaldson in sod., 2010) in 
interakcije z lizosomi (Stern in sod., 2012).  
 
2.4.1. Oksidativni stres 
 
Prosti radikali in neradikalne reaktivne zvrsti so pomembni za normalno delovanje celic, 
saj imajo pomembno vlogo pri uravnavanju signalnih procesov in pri regulaciji izražanja 
nekaterih genov (Dröge, 2002; L’Azou in Marano, 2011). Porušitev homeostaze nastopi, 
ko pride do oksidativnega stresa, tj. porušenega ravnotežja med tvorbo reaktivnih zvrsti in 
znotrajcelično vsebnostjo antioksidantov (Betteridge, 2000). Interakcije nanomaterialov s 
celico lahko povzročijo povečano produkcijo ROS in reaktivnih dušikovih zvrsti (ang. 
reactive nitrogen species, RNS). Povečana vsebnost reaktivnih zvrsti v celici je lahko 
posledica povečane proizvodnje radikalov zaradi interakcij nanomaterialov z 
mitohondrijsko dihalno verigo ali zaradi Fentonove reakcije, ki poteka s pomočjo 
odtopljenih kovinskih ionov iz nanomaterialov (Magdolenova in sod., 2014). 
Nanomateriali pa lahko tudi zmanjšajo antioksidativno obrambo celice tako da zmanjšajo 
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celično vsebnost antioksidantov ali tako da inaktivirajo obrambne encime. Porušeno 
ravnotežje med produkcijo oksidativnih molekul in antioksidativno obrambo lahko pripelje 
do vnetja in do oksidativnih poškodb proteinov, lipidov in DNA (Pfaller in sod., 2010; 
Yang in sod., 2009; Fard in sod., 2015).  
 
2.4.2. Genotoksičnost 
 
Čeprav je bilo izvedenih že več toksikoloških raziskav nanomaterialov, je trenutno malo 
znanega o njihovih genotoksičnih učinkih (Landsiedel in sod., 2009; Pfaller in sod., 2010; 
Magdolenova in sod., 2014). Genotoksični vplivi lahko nastanejo že pri znatno nižjih 
koncentracijah nanomaterialov od tistih, ki izzovejo celično smrt (Pfaller in sod., 2010). 
Genotoksičnost nanomaterialov je lahko posledica primarnega vpliva (direktnega ali 
indirektnega) ali sekundarnega vpliva nanomaterialov na genetski material (Donaldson in 
sod., 2010; Magdolenova in sod., 2014).  
 
Do direktnega primarnega vpliva nanomaterialov pride, ko nanomateriali vstopijo v 
celično jedro, kjer imajo neposreden stik z molekulami DNA (Vandghanooni in Eskandani, 
2011). V celično jedro lahko prodrejo zlasti tisti nanomateriali, ki so namensko dizajnirani 
za prodor v rakave celice, nanomateriali za vnos zdravil ter nanomateriali, ki se uporabljajo 
za diagnostično vizualizacijo (Nativo in sod., 2008). Prodor nanomaterialov v jedro je 
možen s prosto difuzijo znotraj celice (Geiser s sod., 2005). Manjši nanomateriali lahko 
vstopijo v jedro celice skozi jedrne pore, večjim nanomaterialom, ki so prodrli v celico, pa 
je direkten dostop do DNA omogočen le med mitozo, ko se jedrna ovojnica razgradi 
(Magdolenova in sod., 2014). Nanomateriali lahko preko kemijskih ali mehanskih 
interakcij sprožijo prelome kromosomov, kar lahko privede do strukturnih in številčnih 
kromosomskih nepravilnosti (klastogenih in anevgenih učinkov). Vezava nanomaterialov 
na DNA lahko oteži normalno delovanje encimov, ki sodelujejo pri procesih replikacije 
DNA, transkripcije DNA v RNA in pri procesih popravljanja poškodb DNA (Magdolenova 
in sod., 2014).  
 
Večji nanomateriali in njihovi agregati običajno ne morejo prodreti v jedro, saj je premer 
jedrnih por manjši od 8 nm, vendar pa kljub temu lahko indirektno vplivajo na molekule 
DNA (Donaldson in sod., 2010). Indirektna genotoksičnost nanomaterialov je običajno 
posledica sproženega oksidativnega stresa, kjer ROS oksidirajo purinske in pirimidinske 
Kononenko, V. Vpliv nanomaterialov na sprožitev fosfolipidoze in vitro na primeru izbranih celičnih linij. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko, 2017 
11 
 
baze ter povzročijo prelome v molekulah DNA. Indirekten vpliv nanomaterialov na DNA 
je lahko tudi posledica interakcij nanomaterialov s proteini, ki sodelujejo pri mitozi, 
replikaciji DNA, transkripciji in popravljanju poškodb DNA (Magdolenova in sod., 2014).  
 
Sekundarna genotoksičnost nanomaterialov je posledica vnetja (Pfaller in sod., 2010) in 
delovanja vnetnih celic, ki na mestu odlaganja nanodelcev sproščajo ROS, ki poškodujejo 
DNA. Sekundarna genotoksičnost je torej posledica oksidativnega stresa, kjer so vir 
škodljivih oksidantov levkociti (Donaldson in sod., 2010; Magdolenova in sod., 2014). 
  
Posledice primarne in sekundarne genotoksičnosti nanomaterialov so različne poškodbe 
DNA: modifikacije baz DNA, adukti DNA, enoverižni in dvoverižni prelomi DNA, 
navzkrižne povezave in strukturne spremembe DNA. Ko so poškodbe DNA preobsežne, da 
bi jih popravljalni mehanizmi ustrezno prepoznali in popravili, pride do mutacij. Mutacije 
znotraj kodirajočih regij za proteine lahko privedejo do napak v ekspresiji genov in 
nastanka defektnih proteinov. Kopičenje mutacij pa lahko vodi v celično smrt ali 
dolgoročno v celične transformacije in nastanek rakavega obolenja (Magdolenova in sod., 
2014). 
 
2.4.3. Interakcije nanomaterialov z lizosomi 
 
Pri raziskavah bioloških učinkov nanomaterialov se čedalje večjo pozornost posveča 
interakciji nanomaterialov z lizosomi (Stern in sod., 2012). Večina endocitotskih poti, s 
katerimi lahko nanomateriali vstopijo v celico, se konča v lizosomih, ki predstavljajo 
glavno mesto nalaganja nanomaterialov v celicah (Iversen in sod., 2011). Kisla vrednost 
pH v notranjosti lizosomov pospeši sproščanje ionov s površine topnih nanomaterialov, kar 
vodi v visoko lokalno koncentracijo teh ionov (Cho in sod., 2011). Sproščeni ioni lahko 
povečajo prepustnost membrane lizosomov, kar privede do neravnovesja v ionski 
homeostazi in do oksidativnega stresa (Xia in sod., 2008). V primeru endocitoze slabo 
topnih in netopnih nanomaterialov se lahko le-ti kopičijo v lizosomih, kar privede do 
povečanega števila in velikosti lizosomov (Lüllmann-Rauch, 2005). Kopičenje 
nanomaterialov v lizosomih vodi do motenj v njihovem normalnem delovanju. Lahko pride 
tako do motenj v razgradnji endocitiranih snovi (heterofagija) kakor tudi do motenj v 
razgradnji celici lastnih snovi (avtofagija) (Platt in sod., 2012; Stern in sod., 2012).  
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Lizosomi imajo v alveolarnih celicah tipa II pomembno vlogo pri produkciji pljučnega 
surfaktanta, ki se kopiči v posebnih sekretornih organelih, t. i. lamelarnih telesih (Weaver 
in sod., 2002). Nepravilnosti v delovanju lizosomov lahko privedejo do fosfolipidoze, tj. 
stanja, pri katerem pride do prekomernega znotrajceličnega nalaganja fosfolipidov v 
lamelarih telesih (Kuroda in Saito, 2010; Natalie in sod., 2009). Vpliv nanomaterialov na 
produkcijo, metabolizem in skladiščenje pljučnega surfaktanta ter na sprožitev 
fosfolipidoze do danes še ni dobro raziskan. 
 
2.5. FOSFOLIPIDOZA 
 
Fosfolipidoza je pojav prekomernega znotrajceličnega kopičenja fosfolipidov, ki se 
nalagajo v posebnih celičnih organelih s kislo notranjostjo – lamelarnih telesih (Anderson 
in Borlak, 2006). Fosfolipidoza spada v skupino motenj lizosomskega shranjevanja (ang. 
lysosomal storage disorder, LSD). Do fosfolipidoze pogosto pripelje izpostaviljenost celic 
kationskim ksenobiotikom, ki imajo amfifilni značaj (ang. cationic amphiphilic drugs, 
CAD) (Kuroda in Saito, 2010; Natalie in sod., 2009), znani pa so tudi primeri kopičenja 
fosfolipidov v pljučih zaradi inhalacije nanodelcev (Porter in sod., 2001; Ma in sod., 2011; 
Ma in sod., 2012). Do prekomernega kopičenja fosfolipidov v celicah lahko pride zaradi 
otežene razgradnje fosfolipidov, ki so se vezali z nanomaterialom, ali zaradi inhibicije 
lizosomskih fosfolipaz zaradi direktne ali indirektne interakcije z nanomaterialom (Natalie 
in sod., 2009). Do fosfolipidoze lahko pride tudi zaradi povečane sinteze fosfolipidov 
(Reasor in Kacew, 2001). Fosfolipidoza se omenja kot del prilagoditvenega mehanizma 
celic na stres (Anderson in Borlak, 2006), saj se celice preko akumulacije tujih snovi 
(CAD, nanomateriali), ki se skladiščijo skupaj z lipidi, obvarujejo pred potencialnimi 
škodljivimi vplivi. Kljub temu, da se fosfolipidoza ne smatra kot neposreden znak 
strupenosti (Reasor in sod., 2006; Baronas in sod., 2007), se pogosto pojavi pred ali 
sočasno z vnetnimi reakcijami in histopatološkimi spremembami organov (Anderson in 
Borlak, 2006). Potencial za sprožitev fosfolipidoze lahko preučujemo z uporabo različnih 
metod, od detekcije molekul, ki se ob fosfolipidozi specifično pojavijo v telesnih tekočinah 
(Baronas in sod., 2007), do uporabe transkriptomskih metod (Sawada in sod., 2005; Nioi in 
sod., 2007), pristopa in silico (Ivanciuc, 2008; Choi in sod., 2013) ter uporabe 
fluorescentnih barvil, ki obarvajo s fosfolipidi bogate celične organele (Nioi in sod., 2007; 
Park in sod, 2012). Kljub številnim novejšim metodam, ki nam omogočajo hitro testiranje 
potenciala za sprožitev fosfolipidoze, pa predstavlja detekcija lamelarnih teles s presevno 
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elektronsko mikroskopijo še vedno zlati standard za potrditev fosfolipidoze (Reasor in 
sod., 2006; Fujimura in sod., 2007; Chatman in sod., 2009; Goracci in sod., 2015). Do 
fosfolipidoze lahko pride v mnogih celicah, tkivih in organih, tako pljuč, ki so pogosto 
vstopno mesto nanomaterialov v organizem, do ledvic, skozi katera poteka izločanje 
nanomaterialov iz organizma (Anderson in Borlak, 2006). 
 
2.5.1. Lamelarna telesa 
 
Lamelarna telesa, imenovana tudi multilamelarna telesa, Odlandova telesa, mielinoidna 
telesa, mielinosomi, keratinosomi ali citosomi, so celični organeli, v katerih se shranjujejo 
lipidi (Raymond in sod., 2008). Ti, med 100 in 2400 nm veliki sekretorni organeli 
(Schmitz in Müller, 1991), vsebujejo koncentrično organizirane membrane, vidne z 
elektronskim mikroskopom (Slika 1). Ker so v notranjosti lamelarnih teles pogosto nizke 
vrednosti pH in lizosomski encimi, jih nekateri avtorji imenujejo tudi sekretorni lizosomi 
(Schmitz in Müller, 1991; Raymond in sod., 2008). V fizioloških pogojih se lamelarna 
telesa nahajajo le v nekaterih specializiranih celicah, kjer služijo kot zaloga lipidov za 
izločanje in s tem omogočajo izvajanje njihovih specifičnih funkcij. Najbolje proučena so 
lamelarna telesa v alveolarnih celicah tipa II, kjer omogočajo skladiščenje in izločanje 
pljučnega surfaktanta, najdemo pa jih tudi v epitelnih celicah gastrointestinalnega trakta in 
v epitelnih celicah kože, kjer skladiščijo lipide, ki se uporabljajo za izgradnjo 
ekstracelularnega hidrofobnega zaščitnega filma (Schmitz in Müller, 1991). Pri določenih 
patoloških stanjih, kot npr. pri boleznih lizosomskega shranjevanja (Niemann-Pickova 
bolezen, Fabryjeva bolezen), se lamelarna telesa lahko pojavijo tudi v celicah drugih tkiv, 
npr. v celicah jeter, vranice, ledvic, srca in možganov (Alroy in Lyons, 2014). Povečano 
število lamelarnih teles v specializiranih celicah ali pojav lamelarnih teles v celicah, kjer v 
fizioloških pogojih niso prisotna, sta pogosto znaka motenj v metabolizmu lipidov ter 
poglavitna morfološka značilnost fosfolipidoze (Schmitz in Müller, 1991; Anderson in 
Borlak, 2006).  
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Slika 1: Lamelarna telesa v celici A549. S puščicami so označena lamelarna telesa, v 
katerih so vidne koncentrično naložene fosfolipidne membrane. Črka J na sliki označuje 
celično jedro. Merilo = 2 µm. (Avtor slike: Veno Kononenko) 
 
2.5.2. Fosfolipidoza ledvic 
 
Ledvice so pomemben homeostatski organ, ki skrbi za elektrolitsko in kislinsko-bazično 
ravnovesje krvi in za odstranjevanje odpadnih produktov metabolizma iz krvi, zaradi česar 
lahko motnje v delovanju ledvic predstavljajo resno, življenjsko ogrožajoče stanje. Ob 
fosfolipidozi ledvic zaradi CAD so poročali o nabrekanju mitohondrijev, apoptozi in 
sproščanju encima laktat dehidrogenaze iz ledvičnih celic (Anderson in Borlak, 2006). 
Čeprav ledvica niso najbolj pogosto mesto nastanka fosfolipidoze, pa se fosfolipidoza 
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ledvic pogosto povezuje z nefrotoksičnostjo snovi (Kaloyanides in Pastoriza-Munoz, 1980; 
Reasor in Kacew, 2001; Reasor in sod., 2006).  
 
2.5.3. Fosfolipidoza pljuč 
 
Pljuča predstavljajo enega izmed najbolj dovzetnih organov za nastanek fosfolipidoze 
(Reasor in sod., 2006), ki pogosto spremlja pljučno fibrozo (Ma in sod., 1999). Do 
fosfolipidoze pljuč lahko pride tako zaradi delovanja različnih zdravil kakor tudi zaradi 
vdihavanja prašnih delcev (Eskelson in sod., 1987; Ryrfeldt, 2000; Ma in sod., 2012). 
Prašni delci, ki prodrejo do alveolov, lahko v alveolarnih celice tipa II sprožijo povečano 
produkcijo surfaktantnih fosfolipidov (Porter in sod., 2001), s čimer se domnevno lahko 
zmanjšajo negativni učinki vdihanih delcev (Heppleston, 1991; Müller in sod., 1998; Ratoi 
in sod., 2014), a natančna funkcija povečane produkcije surfaktanta še ni znana.  
 
2.5.3.1. Alveolarne celice tipa II in pljučni surfaktant 
 
Epitelij alveolov pljuč gradita dva tipa epitelnih celic: alveolarne celice tipa I in alveolarne 
celice tipa II (Slika 2). Alveolarne celice tipa I so velike ploščate celice, ki pokrivajo 95 % 
površine alveolov, preko katerih poteka izmenjava plinov. Ostalih 5 % površine alveolov 
prekrivajo alveolarne celice tipa II, ki imajo značilne mikrovile na apikalni plazmalemi. 
Alveolarne celice tipa II imajo pomembno vlogo pri zaščiti in varovanju alveolov in 
celotnih pljuč. Delujejo kot progenitorske celice za alveolarne celice tipa I, saj jih ob 
poškodbah nadomestijo in tako omogočajo regeneracijo epitelija, sodelujejo pa tudi pri 
imunskem odzivu. Glavna funkcija alveolarnih celic tipa II je proizvodnja, recikliranje in 
izločanje pljučnega surfaktanta, ki zagotavlja nizko površinsko napetost alveolov in 
preprečuje kolaps pljuč. Pljučni surfaktant zmanjša energijo, potrebno za dihanje, omogoča 
učinkovito izmenjavo plinov, preprečuje nastanek pljučnega edema ter deluje 
protimikrobno in protivnetno (Mason, 2006).  
 
Pljučni surfaktant je v alveolarnih celicah tipa II shranjen v lamelarnih telesih, ki se v 
pljučne alveole izločijo z regulirano eksocitozo, čemur sledi reorganizacija surfaktanta v 
surfatantni film. Pljučni surfaktant sestoji iz lipidov (90 %) in iz surfaktantnih proteinov 
(10 %; SP-A, SP-B, SP-C in SP-D) (Agassandian in Mallampalli, 2013). Večina 
surfaktantnih lipidov so fosfolipidi, zlasti fosfatidilholini (PC; 80 %), ki so esencialni za 
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vzdrževanje nizke površinske napetosti v alveolih. Od vseh PC v pljučnem surfaktantu je 
najpogostejši dipalmitoilfosfatidilholin (DPPC; 60 %), ki je ključna površinsko-aktivna 
sestavina surfaktanta. PC se v alveolarnih celicah tipa II sintetizirajo po citidin 
difosfoholinski poti (Kennedyjeva pot sinteze PC de novo) ali preko Landove poti, kjer se 
lyso-PC preoblikuje v PC (Agassandian in Mallampalli, 2013). Po sintezi se PC 
transportira do lamelarnih teles, kjer se vključi v rastoče membrane (Weaver in sod., 
2002). Pot prenosa PC do lamelarnega telesa trenutno še ni popolnoma znana, a verjetno se 
PC prenese iz endoplazemskega retikuluma do lamelarnega telesa s fosfolipidnim 
transfernim proteinom (ang. phospholipid transfer protein, PLTP), čemur sledi privzem PC 
v lamelarno telo z ATP-vezavnim transportnim proteinom 3 (ang. ATP-binding cassette 
transporter 3 protein, ABCA3), ki se nahaja na zunanji membrani lamelarnih teles 
(Weaver in sod., 2002; Agassandian in Mallampalli, 2013). Alveolarne celice tipa II 
reciklirajo velik delež že izločenega surfaktanta (do 95 %). Izločen surfaktant privzamejo s 
pomočjo endocitoze in ga nato ponovno uporabijo (Andreeva in sod., 2007). Ob endocitozi 
surfaktanta se v celicah tvorijo posebne strukture (endosomi), ki jih imenujemo 
multivezikularna telesa (ang. multivesicular body; MVB; Akella in Deshpande, 2013). 
MVB so napolnjena s številnimi manjšimi intraluminalnimi vezikli, ki so bogati s 
fosfolipidi. Z zlivanjem intraluminalnih veziklov z rastočo membrano se v lamelarno telo 
vgradi pomemben del fosfolipidov (Weaver in sod., 2002). Čeprav je že več avtorjev 
poročalo, da nanomateriali lahko vplivajo na število lamelarnih teles v celicah A549, ki se 
pogosto uporabljajo kot model za alveolarne celice tipa II, pa trenutno ni znano, kako 
nanomateriali ovirajo biosintezo surfaktantnih lipidov in biogenezo lamelarnih teles 
(Davoren in sod., 2007; Simon-Deckers in sod., 2008; Wang in Petersen, 2013; Moret in 
sod., 2015).  
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Slika 2: Zgradba pljuč in pljučnih alveolov. Respiratorni sistem se v pljučih konča z 
milijoni majhnih pljučnih alveolov s tanko epitelno steno. Epitelno steno alveolov gradijo 
alveolarne celice tipa I (pnevmociti tipa I), preko katerih poteka izmenjava plinov med 
vdihanim zrakom in pljučnimi kapilarami, in alveolarne celice tipa II (pnevmociti tipa II), 
ki proizvajajo, reciklirajo in izločajo pljučni surfaktant, ki ob izdihu prepreči kolaps pljuč.  
(Avtor slike: Veno Kononenko) 
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3. MATERIALI IN METODE 
 
3.1. SHEMA POSKUSOV 
 
V okviru raziskovalnega dela doktorske naloge smo z uporabo celic MDCK testirali 
biološke učinke nanodelcev cinkovega oksida (ZnO nano) in njihovo raztapljanje v gojišču 
za celice. Da bi preverili, kakšen vpliv na biološke učinke ZnO ima velikost delcev in 
kakšen vpliv imajo sproščeni ioni Zn
2+
, smo celice MDCK izpostavili nanodelcem ZnO, 
večjim delcem ZnO (ZnO mikro) ter cinkovi soli (ZnCl2). Na celicah MDCK smo z 
uporabo fluorescentnega barvila LipidTOX™ phospholipidosis, ki obarva s fosfolipidi 
bogate organele, ugotavljali tudi potencial različnih nanomaterialov za sprožitev 
fosfolipidoze. Ker na celicah MDCK nismo zaznali potenciala za sprožitev fosfolipidoze z 
nobenim od izbranih nanomaterialov, smo raziskovalno delo nadaljevali s celicami A549, 
ki imajo lastnosti alveolarnih celic tipa II, ki sodelujejo pri nastanku fosfolipidoze pljuč. 
Na celicah A549 smo najprej testirali citotoksičnost vseh izbranih nanomaterialov, nato pa 
smo preverili tudi potencial izbranih nanomaterialov za sprožitev fosfolipidoze. Delo smo 
nadaljevali z nanodelci -Fe2O3+SiO2, ki so v celicah A549 statistično značilno povečali 
vsebnost s fosfolipidi bogatih organelov. Na celicah A549 smo testirali vpliv nanodelcev  
-Fe2O3+SiO2 na lizosome, na celično vsebnost fosfolipidov, na ultrastrukturo celic, na 
lipidni metabolizem in na sposobnost celic za znižanje površinske napetosti kapljevine nad 
celicami (hipofaze). Shema izvedbe poskusov, ki smo jih izvedli v okviru doktorskega dela 
je prikazana na sliki 3. Pri poskusih smo uporabljali kemikalije proizvajalca Sigma-Aldrich 
(Steinheim, Nemčija), razen ko je navedeno drugače. 
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Slika 3: Shema poskusov. Shema prikazuje potek testiranj vpliva izbranih nanomaterialov 
na celice MDCK in A549 ter pri tem uporabljene metode. Uporabljeni nanomateriali so 
navedeni v poglavju 3.2. Kratice: MDCK: celična linija pasjih ledvičnih celc; A549: 
celična linija človeških pljučnih celice z lastnostmi alveolarnih celic tipa II; NM: 
nanomateriali; MTT: test z metiltiazolildifenil tetrazolijevim bromidom; NR: test privzema 
barvila nevtralno rdeče; TM: test s tripanskim modrilom; GST: test aktivnosti       
glutation-S-transferaze; CAT: test aktivnosti katalaze; MN: mikronukleusni test; TEM: 
presevna elektronska mikroskopija; RT-qPCR: kvantitativna verižna reakcija s polimerazo 
s predhodno reverzno transkripcijo; FAMEs: analiza metilnih estrov maščobnih kislin.  
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3.2. NANOMATERIALI 
 
V okviru doktorske naloge smo izbrali sledeče medicinsko uporabne nanomateriale: ZnO 
nano, ZnO mikro, fuleren C60, bakrove nanodelce (Cu), nanodelce bakrovega oksida 
(CuO), nanodelce silicijevega dioksida (SiO2), nanodelce silicijevega dioksida s pripeto 
amino skupino ali karboksilno skupino (SiO2-NH2, SiO2-COOH) in različne 
superparamagnetne železo-oksidne nanodelce. Uporabljali smo neprevlečene 
superparamagnetne železo-oksidne nanodelce z maghemitno strukturo (-Fe2O3), enake 
maghemitne nanodelce, prevlečene s plaščem silicijevega dioksida (-Fe2O3+SiO2), ter 
nanodelce -Fe2O3+SiO2, ki so imeli dodatno spremenjeno površino z amino skupinami ali 
karboksilnimi skupinami (-Fe2O3+SiO2-NH2, -Fe2O3+SiO2-COOH). Uporabljali smo tudi 
neprevlečene superparamagnetne železo-oksidne nanodelce z mešano               
maghemitno-magnetitno strukturo (γ-Fe2O3/Fe3O4) in enake nanodelce s površino, 
prevlečeno s citratom ali z malatom (γ-Fe2O3/Fe3O4-citrat, γ-Fe2O3/Fe3O4-malat).  
 
Izbrane nanomateriale smo kupili (Sigma-Aldrich; ZnO nano, ZnO mikro, C60, Cu, CuO) 
ali pa smo jih pridobili od raziskovalnih partnerjev. Superparamagnetni maghemitni 
nanodelci so bili sintetizirani na Inštitutu Jožef Stefan (dr. Slavko Kralj). Sinteza 
maghemitnih nanodelcev je temeljila na metodi soobarjanja nanodelcev iz raztopin 
železovih (Fe2+ in Fe3+) sulfatov v alkalnem mediju. Nanodelci (-Fe2O3) so bili koloidno 
stabilizirani z vezavo citronske kisline na njihovo površino. Citronska kislina je zagotovila 
visok negativen zeta potencial nanodelcev, kar je omogočilo pripravo koloidno stabilne 
suspenzije, ki je bila uporabljena kot izhodni sistem za oblaganje nanodelcev s plastjo 
silicijevega dioksida (-Fe2O3+SiO2). Silicijev dioksid je bil na površino nanešen po 
prirejenem Stöberjevem postoku sol-gel, kjer je potekla hidroliza in polikondenzacija 
tetraetil ortosilikata. Površina silike na nanodelcih je bila nato funkcionalizirana z vezavo 
funkcionalnih alkoksi silanov v alkalni raztopini, ki po hidrolizi kondenzirajo s siliko in 
tako tvorijo kovalentne vezi s površino nanodelcev. Uporabljena sta bila dva različna 
silana, in sicer s prosto amino- (-Fe2O3+SiO2-NH2) in karboksi- (-Fe2O3+SiO2-COOH) 
skupino. Superparamagnetne nanodelce z mešano maghemitno-magnetitno strukturo, ki so 
bili sintetizirani z metodo soobarjanja iz železovega (II) klorida in železovega (III) klorida, 
nam je podarila dr. Stefanie Klein z Univerze Friedrich-Alexander v Nemčiji. Njihova 
površina je bila neprevlečena (mix γ-Fe2O3/Fe3O4) ali pa je bila stabilizirana s citronsko 
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kislino (mix γ-Fe2O3/Fe3O4-citrat) ali jabolčno kislino (mix γ-Fe2O3/Fe3O4-malat; Klein in 
sod., 2014). Nanodelce SiO2, SiO2-NH2 in SiO2-COOH smo prejeli v okviru sodelovanja na 
evropskem projektu NanoMILE od Joint Research Centra v Italiji. Sinteza nanodelcev 
SiO2 je potekala po metodi od Hartlena in sodelavcev (2008). Funkcionalizacija površine 
SiO2 z aminoskupinami je bila izvedena z vezavo aminosilana pri alkalnem pH           
(SiO2-NH2). Funkcionalizacija površine SiO2 s karboksilnimi skupinami je bila izvedena z 
dodatkom anhidrida sukcinske kisline v dimetilformamidu (SiO2-COOH; Nowak in sod., 
2014). 
 
3.2.1. Priprava suspenzij nanomaterialov in njihova karakterizacija 
 
Do enega meseca pred začetkom poskusov smo pripravili založne suspenzije 
nanomaterialov v deionizirani vodi (MilliQ, Millipore, Billerica, MA, ZDA [pH = 5.7,       
ρ = 18.5 MΩ·cm]) s koncentracijo 10 mg/mL. Neposredno pred izvedbo poskusov smo 
založne suspenzije nanomaterialov premešali in sonicirali v ultrazvočni vodni kopeli      
(15 min, 250 W, 50 Hz; Sonis 2GT, Iskra Pio d.o.o., Slovenija). Sonicirane založne 
suspenzije nanomaterialov smo uporabili za karakterizacijo in za pripravo delavnih 
koncentracij nanomaterialov v gojišču za celice.  
 
Karakterizacijo delcev ZnO nano, ZnO mikro, C60, Cu, CuO, γ-Fe2O3, γ-Fe2O3+SiO2,             
γ-Fe2O3+SiO2-COOH in γ-Fe2O3+SiO2-NH2 sta izvedla prof. dr. Darko Makovec ter        
dr. Slavko Kralj z Odseka za sintezo materialov Inštituta Jožef Stefan v Ljubljani. Velikost 
nanomaterialov je bila določena s presevnim elektronskim mikroskopom (TEM). Vzorci so 
bili pripravljeni s sušenjem vodne suspenzije nanomaterialov na nosilcih pri sobni 
temperaturi, in pregledani z mikroskopom JOEL 2100 (JOEL, Tokio, Japonska). Velikost 
je bila določena z meritvijo premera vsaj 500 delcev. Hidrodinamska velikost 
nanomaterialov v vodni suspenziji pri koncentraciji 60 μg/mL je bila določena z metodo 
dinamičnega sipanja svetlobe (DLS). DLS meritve temeljijo na merjenju Brownovega 
gibanja, zato je pravilne vrednosti možno izmeriti le v stabilnih suspenzijah, v katerih 
nanomateriali ne tvorijo sedimenta. Premešano vodno suspenzijo nanomaterialov smo pred 
meritvijo DLS pustili stati 20 minut, s čimer smo se izognili motnjam, ki bi jih lahko 
povzročili večji agregati nanomaterialov, ki se hitro posedejo. Meritve DLS so bile 
izvedene z napravo Analysette 12 DynaSizer (Fritsch GmbH, Idar-Oberstein, Nemčija). 
Zeta potencial vodne suspenzije nanomaterialov pri koncentraciji 60 μg/mL je bil izveden 
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z napravo ZetaPALS (Brookhaven Instruments Corp, Holtsville, NY, ZDA). Pri delcih 
ZnO nano, ZnO mikro, γ-Fe2O3 in γ-Fe2O3+SiO2 smo izvedli meritve DLS tudi v gojišču 
za celice MDCK (ZnO nano, ZnO mikro) oz. v gojišču za celice A549 (γ-Fe2O3 in             
γ-Fe2O3+SiO2). Karakteristike delcev SiO2, SiO2-NH2 in SiO2-COOH so nam posredovali 
iz Joint Research Centra v Italiji. Karakteristike delcev mix γ-Fe2O3/Fe3O4, mix                
γ-Fe2O3/Fe3O4-citrat in mix γ-Fe2O3/Fe3O4-malat nam je posredovala dr. Stefanie Klein z 
Univerze Friedrich-Alexander v Nemčiji. Karakteristike uporabljenih nanomaterialov so 
podane v preglednici 1. Slike izbranih nanomaterialov so podane v prilogi A. 
 
3.3. GOJENJE CELIC MDCK IN A549 
 
Kot testni sistem v naši raziskavi smo uporabili različne celice: pasje ledvične epitelne 
celice MDCK in človeške celice pljučnega karcinoma A549. Celice MDCK smo gojili v 
gojišču za celične kulture, ki smo ga sestavili iz dveh standardnih gojišč: 50 % gojišče 
DMEM (Sigma-Aldrich) in 50 % gojišče F-12K (Sigma-Aldrich). Gojišču smo dodali 5 % 
seruma govejega zarodka (ang. fetal bovine serum, FBS; Sigma-Aldrich) in 4 mM            
L-glutamin (Sigma-Aldrich). Celice A549 smo gojili v gojišču DMEM, kateremu smo 
dodali 5 % FBS in 4 mM L-glutamin. Celice MDCK in A549 smo gojili v nadzorovanih 
pogojih (37 °C, atmosfera s 5 % CO2, visoka zračna vlažnost). Pred pričetkom dela smo s 
kitom MycoAlert
TM
 (Lonza, Basel, Švica) potrdili odsotnost okužb celic z mikoplazmami. 
Celice smo presajali 2 do 3-krat tedensko v volumskem razmerju 1:5, tako da smo jih 
sprali s fosfatnim pufrom (ang. Dulbecco's phosphate-buffered saline, DPBS,           
Sigma-Aldrich) in izpostavili mešanici tripsina in etilendiamintetraocetne kisline        
(Sigma-Aldrich). 
 
3.4. TESTIRANJE VPLIVA NANOMATERIALOV NA CELICE MDCK 
 
3.4.1. Testiranje citotoksičnosti ZnO 
 
Citotoksični vpliv ZnO nano, ZnO mikro in ZnCl2 na celice MDCK smo vrednotili z 
uporabo različnih metod, s čimer smo želeli zagotoviti boljšo zanesljivost rezultatov. Kot 
pozitivno kontrolo za citotoksičnost smo pri vseh metodah uporabili 0,5 mM H2O2 (Merck 
KGaA, Darmstadt, Nemčija).  
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3.4.1.1. Test s tetrazolijevo soljo (test MTT)  
 
Za testiranje vpliva ZnO nano, ZnO mikro in ZnCl2 na metabolno aktivnost in na 
proliferacijo celic smo uporabili test z metiltiazolildifenil tetrazolijevim bromidom (MTT; 
Mosmann, 1983). Test MTT je kvantitativna, kolorimetrična metoda, namenjena 
vrednotenju citotoksičnega vpliva proučevane snovi z merjenjem aktivnosti 
mitohondrijskega encima sukcinat dehidrogenaze (Stone in sod., 2009). Pri delu smo 
uporabili postopek testa MTT po Mosmannu (1983) z manjšimi prilagoditvami.  
 
Celice MDCK smo nasadili v prozorne mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami (2,2 × 104 
celic/cm
2; 100 μL/vdolbinico). Po 24-urni inkubaciji (37 °C, atmosfera s 5 % CO2, visoka 
zračna vlažnost), ko so se celice pritrdile na dno mikrotitrske plošče, smo celice izpostavili 
delcem ZnO nano in ZnO mikro (končne koncentracije v gojišču za celice: 1, 5, 10, 15, 30 
in 60 µg/mL). Celice smo izpostavili tudi ekvimolarnim koncentracijam ZnCl2 (1,67, 8,37, 
16,7, 25,1, 50,2 in 100 µg/mL). Po 24-urni izpostavitvi smo celice sprali z DPBS ter jim 
dodali barvilo MTT (0,5 mg/mL, pripravljeno v gojišču za celice). Po 3-urni inkubaciji 
smo odstranili gojišče za celice, kristale formazana pa raztopili v 100 μL dimetil sulfoksida 
(DMSO; Fisher Scientific, Združeno kraljestvo). Količino raztopljenega formazana smo 
izmerili spektrofotometrično (BioTek, Cytation 3, Bad Friedrichshall, Nemčija) z 
merjenjem absorbance pri valovni dolžini 570 nm. Za vsako testno koncentracijo ZnO 
nano, ZnO mikro in ZnCl2 smo izvedli vsaj 4 neodvisne biološke ponovitve, pri kateri je 
bilo izmerjenih 5 paralelnih ponovitev.  
 
3.4.1.2. Test privzema barvila nevtralno rdeče (test NR) 
 
Za testiranje vpliva ZnO nano, ZnO mikro in ZnCl2 na stabilnost lizosomov in na 
proliferacijo celic smo uporabili test privzema barvila nevtralno rdeče (test NR). Test NR 
nam poda informacije o citotoksičnosti preučevane snovi z vrednotenjem celične 
sposobnosti zadrževanja barvila nevtralno rdeče v lizosomih. Nevtralno rdeče ima lastnosti 
šibkega kationskega barvila, ki se zadrži v lizosomih le ob pogojih, ko je celica sposobna 
vzdrževati kisli pH lizosomov (Repetto in sod., 2008). Pri delu smo uporabili postopek 
testa NR po Repettou (2008).  
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Celice MDCK smo nasadili v črne mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami (2,2 × 104 
celic/cm
2; 100 μL/vdolbinico). Po 24-urni inkubaciji (37 °C, atmosfera s 5 % CO2, visoka 
zračna vlažnost), ko so se celice pritrdile na dno mikrotitrske plošče, smo celice izpostavili 
delcem ZnO nano ter ZnO mikro (končne koncentracije 1, 5, 10, 15, 30 in 60 µg/mL). 
Celice smo izpostavili tudi ekvimolarnim koncentracijam ZnCl2 (1,67, 8,37, 16,7, 25,1, 
50,2 in 100 µg/mL). Po 24-urni izpostavitvi smo celice sprali z DPBS in jim dodali barvilo 
nevtralno redeče (0,04 mg/mL), pripravljeno v gojišču za celice. Po 2-urni inkubaciji smo 
celice sprali z DPBS. Ujeto barvilo nevtralno rdeče v lizosomih smo raztopili z dodatkom 
100 μL topila (50 % v/v etanol, 1 % v/v ocetna kislina in 49 % v/v deionizirana voda). 
Količino raztopljenega barvila nevtralno rdeče smo izmerili spektrofluorimetrično 
(BioTek, Cytation 3, Bad Friedrichshall, Nemčija) z merjenjem fluorescence pri 
ekscitacijski valovni dolžini 530 nm in emisijski valovni dolžini 645 nm. Za vsako testno 
koncentracijo ZnO nano, ZnO mikro in ZnCl2 smo izvedli vsaj 4 neodvisne biološke 
ponovitve, pri kateri je bilo izmerjenih 5 paralelnih ponovitev.  
 
3.4.1.3. Test s tripanskim modrilom (test TM) 
 
Za testiranje vpliva ZnO nano, ZnO mikro in ZnCl2 na stabilnost plazmaleme celic smo 
uporabili test s tripanskim modrilom (test TM). Test TM nam omogoča razlikovati med 
viabilnimi celicami, ki se ne obarvajo, in celicami s poškodovano plazmalemo, ki se 
obarvajo s tripanskim modrilom (Strober, 2015).  
 
Celice MDCK smo nasadili v prozorne plošče z 12 vdolbinicami (2,2 × 104 celic/cm2;       
1 mL/vdolbinico). Po 24-urni inkubaciji (37 °C, atmosfera s 5 % CO2, visoka zračna 
vlažnost), ko so se celice pritrdile na dno plošče, smo celice izpostavili delcem ZnO nano 
ter ZnO mikro (končne koncentracije 1, 5, 10, 15, 30 in 60 µg/mL). Celice smo izpostavili 
tudi ekvimolarnim koncentracijam ZnCl2 (1,67, 8,37, 16,7, 25,1, 50,2 in 100 µg/mL). Po 
24-urni izpostavitvi smo celice sprali z DPBS ter jih odlepili od podlage z uporabo 
mešanice tripsina in EDTA. Suspenzijo celic smo pobarvali z 0,2 % (w/v) raztopino 
tripanskega modrila. Viabilnost celic smo ocenjevali pod mikroskopom na podlagi 
obarvanosti celic. Za vsako testno koncentracijo ZnO nano, ZnO mikro in ZnCl2 smo 
izvedli vsaj 6 neodvisnih ponovitev, pri katerih smo ocenili viabilnost 100-200 celic.  
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3.4.2. Testiranje genotoksičnosti ZnO  
 
Genotoksičen vpliv ZnO nano, ZnO mikro in ZnCl2 na celice MDCK smo vrednotili z 
uporabo dveh pristopov: z metodo kometnega testa in z metodo mikronukleusnega testa. 
Kot pozitivno kontrolo za genotoksičnost smo pri obeh metodah uporabili 0,45 µM metil 
metansulfonat (MMS). Vse poskuse smo izvedli v temnem prostoru, da bi se izognili 
nastanku poškodb DNA zaradi UV svetlobe in zaradi fototoksičnega potenciala ZnO.  
 
3.4.2.1. Kometni test 
 
Kometni test, imenovan tudi elektroforeza posameznih celic (ang. single cell gel 
electrophoresis, SCGE), je hitra in občutljiva metoda za dokazovanje poškodb DNA pri 
posameznih celicah (Buschini in sod., 2001). V naši študiji smo uporabili alkalno različico 
kometnega testa (Singh in sod., 1988), s katero je mogoče zaznati enoverižne in dvoverižne 
prelome DNA ter alkalno labilna mesta (Yang in sod., 2009).  
 
Celice MDCK smo nasadili v prozorne plošče z 12 vdolbinicami (2,2 × 104 celic/cm2;       
1 mL/vdolbinico). Po 24-urni inkubaciji (37 °C, atmosfera z 5 % CO2, visoka zračna 
vlažnost), ko so se celice pritrdile na dno plošče, smo celice izpostavili necitotoksičnim 
koncentracijam ZnO nano ter ZnO mikro (končne koncentracije 1, 5 in 10 µg/mL). Celice 
smo izpostavili tudi ekvimolarnim koncentracijam ZnCl2 (1,67, 8,37 in 16,7 µg/mL). Po 
24-urni izpostavitvi smo celice sprali z DPBS ter jih odlepili od podlage z uporabo 
mešanice tripsina in EDTA. Suspenzijo celic v DPBS smo zmešali z 1,6 % agarozo z nizko 
temperaturo tališča, segreto na 38 °C. 300 µL agaroze s celicami smo nanesli na objektno 
stekelce, ki smo ga predhodno premazali z 0,5 % agarozo z normalno temperaturo tališča 
(Invitrogen, Life technologies). Po strditvi agaroze (5 min na ledu) smo preko plasti, ki je 
vsebovala celice, nanesli še 400 µL 1 % agaroze z nizko temperaturo tališča (Invitrogen, 
Life technologies). Stekelca s celicami smo nato za 90 min pomočili v hladno raztopino za 
alkalno lizo celic (1 M NaCl, 0.1 M EDTA, 10 mM Tris-HCl, 0,1 % N-lauroilsarcosin, 1 % 
Triton X-100, 30 mM NaOH). Stekelca smo sprali v destilirani vodi ter jih za 30 min 
namočili v hladen pufer za elektroforezo (0.3 M NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13), čemur je 
sledila elektroforeza (40 min pri 1 V/cm) v istem pufru. Po elektroforezi smo stekelca z 
agarozo nevtralizirali z 0.4 M Tris-HCl (pH 7.5) in pobarvali s kapljico etidijevega 
bromida (10 µg/mL), ki se veže na DNA. Stekelca smo pregledali z epifluorescentnim 
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mikroskopom (Axio Imager.Z1; Carl Zeiss, Jena, Nemčija) pri 400 × povečavi. Poškodbe 
DNA smo ocenili s programom CometAssay, ki smo ga razvili v sodelovanju s Fakulteto 
za računalništvo in informatiko Univerze v Ljubljani (Janežič, 2013). Za vsako testno 
koncentracijo ZnO nano, ZnO mikro in ZnCl2 smo izvedli vsaj 6 neodvisnih bioloških 
ponovitev, pri katerih smo 60 celicam ocenili procent DNA, ki se nahaja v repu kometa. 
Rezultati za vsak vzorec so prikazani kot mediana vrednost procenta DNA, ki se nahaja v 
repu kometa.  
 
3.4.2.2. Mikronukleusni test 
 
Preučevanje poškodb DNA na kromosomskem nivoju je pomemben del genetske 
toksikologije. Mikronukleusni test je zanesljiva metoda za vrednotenje klastogenih 
(prelomi kromosomov) ter anevgenih (izguba kromosomov) dogodkov v celicah. V naši 
študiji smo uporabili mikronukleusni test z zaustavljeno citokinezo (ang. cytokinesis-block 
micronucleus assay, CBMN), s katerim se lahko izognemo lažnim rezultatom zaradi 
spremenjene kinetike celičnih delitev (Fenech, 2007). 
 
Celice MDCK smo nasadili v prozorne plošče z 12 vdolbinicami (1,2 × 104 celic/cm2;       
1 mL/vdolbinico), v katere smo predhodno vstavili sterilna krovna stekelca. Po 24-urni 
inkubaciji (37 °C, atmosfera s 5 % CO2, visoka zračna vlažnost), ko so se celice pritrdile 
na vstavljena stekelca, smo celice izpostavili necitotoksičnim koncentracijam ZnO nano ter 
ZnO mikro (končne koncentracije 1, 5 in 10 µg/mL). Celice smo izpostavili tudi 
ekvimolarnim koncentracijam ZnCl2 (1,67, 8,37 in 16,7 µg/mL). Po 24-urni izpostavitvi 
smo celice sprali z DPBS ter jim dodali sveže gojišče za celice z dodanim inhibitorjem 
polimerizacije aktinskih mikrofilamentov (citokalazin B; 4 µg/mL), ki zaustavi citokinezo. 
Predhodne študije so pokazale, da dosežemo boljšo občutljivost metode, če uporabimo 
citokalazina B po prvotni izpostavitvi celic preučevani substanci (Gonzalez in sod., 2011). 
Po 24-urni inkubaciji smo celice na krovnem stekelcu fiksirali s 25 % ocetno kislino v 
metanolu in sprali z DPBS. Celice smo pobarvali s fluorescentnima barviloma Hoechst 
33258 (1,5 µg/mL) in propidijevim jodidom (1 µg/mL). Pobarvane celice smo pregledali in 
ocenili z uporabo epifluorescentnega mikroskopa (Axio Imager.Z1; Carl Zeiss, Jena, 
Nemčija). Za vsako testno koncentracijo ZnO nano, ZnO mikro in ZnCl2 smo izvedli vsaj 9 
neodvisnih bioloških ponovitev, pri katerih smo ocenili vsaj 500 naključno izbranih, enkrat 
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delečih se dvojedrnih celic. Ocenjevanje je potekalo na podlagi kriterijev, ki jih je opisal 
Fenech (2007).  
 
3.4.3. Testiranje aktivnosti s stresom povezanih encimov 
 
S pomočjo merjenja aktivnosti s stresom povezanih encimov, glutation-S-transferaze 
(GST) in katalaze (CAT), smo želeli preveriti obrambno sposobnost celic MDCK. CAT je 
pomemben encim, ki varuje celice pred oksidativnimi poškodbami, ki nastanejo zaradi 
delovanja ROS. CAT katalizira razgradnjo H2O2 do vode in kisika. GST predstavlja 
skupino detoksifikacijskih encimov, ki katalizirajo konjugacijo reducirane oblike 
glutationa (GSH) s ksenobiotiki, s čimer se omogoči lažja razgradnja ksenobiotikov. 
Ksenobiotikom, ki so konjugirani s GST, se izboljša vodotopnost, s čimer se lažje izločijo 
iz organizma preko ledvic (Oakley, 2011). GST ima tudi druge pomembne funkcije, npr. 
sodeluje pri obrambi pred oksidativnim stresom (Hayes in McLellan, 1999).  
 
Celice MDCK smo nasadili v prozorne plošče s 6 vdolbinicami (2,2 × 104 celic/cm2;           
2 mL/vdolbinico). Po 24-urni inkubaciji (37 °C, atmosfera s 5 % CO2, visoka zračna 
vlažnost), ko so se celice pritrdile na dno plošče, smo celice izpostavili necitotoksičnim 
koncentracijam ZnO nano ter ZnO mikro (končne koncentracije 1, 5 in 10 µg/mL). Celice 
smo izpostavili tudi ekvimolarnim koncentracijam ZnCl2 (1,67, 8,37 in 16,7 µg/mL). Za 
pozitivno kontrolo za spremembo encimske aktivnosti smo celice izpostavili 0,5 mM 
H2O2. Po 24-urni izpostavitvi smo celice sprali z DPBS, jih postrgali z uporabo 
silikonskega strgala ter jih centrifugirali (300 g, 10 min). Celice v peletu smo 
resuspendirali v 300 µL 0,1 % Triton X-100 (Omnipur) in homogenizirali s paličnim 
sonikatorjem (Sonics VibraCell, Newtown, ZDA; 1,5 min, amplituda 40 %, s ciklom 15 s 
vklop/15 s izklop). V dobljenem homogenatu smo z uporabo reagenta Pierce™ BCA 
Protein Assay Kit (Life Technologies, Carlsbad, ZDA) izmerili celotno koncentracijo 
celičnih proteinov. Meritve koncentracije proteinov smo izvedli po navodilih proizvajalca.  
 
3.4.3.1. Merjenje aktivnosti glutation-S-transferaze (GST) 
 
Aktivnost GST smo v naši študiji merili preko nastajanja barvnega produkta, ki nastane ob 
vezavi GSH z 1-kloro-2,4-dinitrobenzenom (CDNB), kar katalizira encim GST (Habig in 
sod., 1974). V mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami smo odpipetirali 180 μL reakcijske 
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mešanice (1 mM EDTA, 1 mM GSH, 1 mM CDNB v DPBS) ter 70 μL homogenata celic. 
Nastajanje konjugata CDNB-GSH smo spremljali spektrofotometrično (BioTek, Cytation 
3, Bad Friedrichshall, Nemčija) s 4 minutnim merjenjem absorbance pri valovni dolžini 
340 nm. Aktivnost GST na masno enoto vseh celičnih proteinov smo izračunali s pomočjo 
Beer-Lambertovega zakona, z uporabo ekstinkcijskega koeficienta za CDNB-GSH 
(Ɛ340=0,0096 µM
-1
 cm
-1
). Rezultati so prikazani kot % aktivnosti GST pri negativni 
kontroli. Za vsako testno koncentracijo ZnO nano, ZnO mikro in ZnCl2 smo pomerili 
aktivnosti GST pri vsaj 6 neodvisnih bioloških ponovitvah, pri katerih smo izvedli meritve 
treh paralelnih ponovitev. 
 
3.4.3.2. Merjenje aktivnosti katalaze (CAT) 
 
Aktivnost CAT smo merili preko spremljanja hitrosti razgradnje H2O2 (Beers in Sizer, 
1952). V kiveto, prepustno za UV svetlobo, smo odpipetirali 950 µL reagenta (36,7 mM 
H2O2 v DPBS) in 50 µL homogenata celic. Hitrost razgradnje H2O2 smo merili 
spektrofotometrično (BioTek, Cytation 3, Bad Friedrichshall, Nemčija) z merjenjem 
absorbance H2O2 pri valovni dolžini 240 nm. Razgradnjo H2O2 smo spremljali 3 min. 
Aktivnost CAT na masno enoto vseh celičnih proteinov smo izračunali s pomočjo        
Beer-Lambertovega zakona, z uporabo ekstinkcijskega koeficienta za H2O2 (Ɛ240 = 43,6 
mM
-1
 cm
-1
). Rezultati so prikazani kot % aktivnosti CAT pri negativni kontroli. Za vsako 
testno koncentracijo ZnO nano, ZnO mikro in ZnCl2 smo pomerili aktivnosti CAT pri vsaj 
6 neodvisnih bioloških ponovitvah, pri katerih smo izvedli meritve treh paralelnih 
ponovitev. 
 
3.4.4. Testiranje acelularne produkcije reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS)  
 
Kot poglavitni vzrok škodljivih učinkov nanomaterialov se omenja njihova sposobnost 
sprožitve oksidativnega stresa (von Moos in Slaveykova, 2014), do katerega lahko pride 
zaradi povečanega nastajanja ROS na površini nanomaterialov (Manke in sod., 2013). V 
okviru doktorske naloge smo ovrednotili potencial delcev ZnO (ZnO nano, ZnO mikro) ter 
cinkove soli (ZnCl2) za sprožitev povečane vsebnosti ROS v gojišču za celice MDCK 
(brez celic). Postopek smo izvedli po protokolu Foucauda in sodelavcev (2007) z uporabo 
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barvila 2’,7’‑diklorofluorescin diacetat (DCFH‑DA), ki po oksidaciji z ROS postane 
močno fluorescentno.  
 
1 mL 1 mM barvila DCFH‑DA smo kemijsko hidrolizirali z dodatkom 9 mL 10 mM 
NaOH. Hidroliza DCFH-DA do DCFH je potekala 30 min pri sobni temperaturi. Reakcijo 
smo ustavili z dodatkom 20 mL DPBS. V črno mikrotitrsko ploščo s 96 luknjicami smo 
odpipetirali 50 µL 33 µM barvila DCFH, ki smo mu dodali 100 µL gojišča za celice 
MDCK z ZnO nano, ZnO mikro ali ZnCl2 (končne koncentracije 1, 5, 10 in 15 µg/mL za 
ZnO ter 1,7, 8,4, 16,7 in 25,1 µg/mL za ZnCl). Za negativno kontrolo smo k barvilu DCFH 
dodali le gojišče za celice, za pozitivno kontrolo pa 0,025 mM H2O2 v gojišču za celice. Po 
24-urni inkubaciji pri enakih pogojih, kot pri katerih smo gojili celice MDCK (37 °C, 
atmosfera z 5 % CO2, visoka zračna vlažnost), smo spektrofluorimetrično (BioTek, 
Cytation 3, Bad Friedrichshall, Nemčija) izmerili količino oksidiranega fluorescentnega 
produkta (DCF) pri ekscitacijski valovni dolžini 495 nm in emisijski valovni dolžini       
520 nm. Za vsako testno koncentracijo ZnO nano, ZnO mikro in ZnCl2 smo izmerili 
fluorescenco vsaj 5 neodvisnih ponovitev, pri katerih smo izvedli meritve treh paralelnih 
ponovitev. 
  
3.4.5. Testiranje raztapljanja nanodelcev ZnO  
 
Kvarni vplivi nanodelcev ZnO se pogosto pripisujejo njihovi visoki topnosti v vodnem 
okolju in sproščanju škodljivih ionov (Vandebriel in De Jong, 2012; Bondarenko in sod., 
2013). Da bi preverili, kakšno je raztapljanje nanodelcev ZnO v gojišču za celice, smo 
izvedli meritve z atomsko absorpcijsko spektrometrijo (AAS) in prilagojeno voltametrično 
metodo SW-ASV (ang. square-wave anodic stripping voltammetry; Romih in sod., 2017).  
 
Gojišču za celice MDCK smo dodali različne koncentracije ZnO nano (0, 5 in 10 μg/mL). 
Pripravljeno suspenzijo smo 24 h inkubirali pod enakimi pogoji, kot v katerih so potekali 
poskusi na celicah MDCK (37 °C, atmosfera s 5 % CO2, visoka zračna vlažnost). 8 mL 
suspenzije ZnO nano smo po inkubaciji 30 min ultracentrifugirali pri 100.000 g in 
temperaturi 20 °C (Beckman Coulter L8–70 M, Beckman Coulter Inc., Brea, California, 
ZDA). Po ultracentrifugiranju smo supernatant vsakega vzorca razdelili na dva alikvota. 
Od prvega alikvota smo vzeli 750 µL vzorca in ga zakisali z 750 µL 65 % HNO3. Zakisan 
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vzorec smo obdelali v laboratorijski mikrovalovni postaji (ETHOS One, Milestone, 
Bergamo, Italija) s segmentiranim SK-10 rotorjem in 3 mL kvarčnimi inserti. Obdelava 
vzorcev je potekala pri 200 °C in moči 700 W. Prvi korak (segrevanje) je trajal 15 min, 
drugi korak (konstantna temperatura) je trajal 15 min, tretji korak (hlajenje do 60 °C) je 
trajal 45 min. V obdelanih vzorcih smo z napravo AAS (Perkin-Elmer AAnalyst 100, 
Waltham, Massachusetts, ZDA) izmerili celotno vsebnost Zn. Drugi, nezakisani alikvot 
smo analizirali z anodno "stripping" voltametrijo, po protokolu Romihove in sodelavcev 
(2017). Voltametrične meritve so bile izvedene z uporabo analizatoja Autolab PGSTAT 10 
(Eco Chemie, Utrecht, Nizozemska) in programske opreme GPES 4.9 software (Eco 
Chemie B.V.). Meritve so bile izvedene z uporabo tri-elektrodnega sistema. Kot delovno 
elektrodo smo uporabili elektrodo z bizmutovim filmom, kot nasprotno elektrodo smo 
uporabili žico iz platine, kot referenčno elektrodo pa smo uporabili nasičeno Ag/AgCl/KCl 
elektrodo z 0,1 mol L
−1 
HNO3 kot zunanjim elektrolitom. Koncentracijo Zn
2+
 smo izmerili 
z uporabo metode treh zaporednih standardnih dodatkov in linearne regresije. Natančen 
postopek meritev koncentracije cinka v gojišču za celice je opisan v članku Romihove in 
sodelavcev (2017) ter v članku Kononenka in sodelavcev (2017). 
 
3.4.6. Testiranje potenciala izbranih nanomaterialov za sprožitev fosfolipidoze  
 
Za testiranje potenciala ZnO nano, ZnO mikro, ZnCl2 ter ostalih izbranih nanomaterialov 
za sprožitev fosfolipidoze smo uporabili metodo, s katero smo v celicah MDCK obarvali s 
fosfolipidi bogate organele. Uporabili smo metodo barvanja s fluorescentnim barvilom 
LipidTOX™ Green phospholipidosis detection (Life Technologies, Carlsbad, ZDA), ki se 
je izkazala kot primerna in občutljiva metoda za detekcijo fosfolipidoze in vitro (Nioi in 
sod., 2007; Park in sod, 2012). Intenziteto fluorescence barvila LipidTOX, ki v celicah 
obarva s fosfolipidi bogate organele, smo ocenili s pregledom celic z epifluorescentnim 
mikroskopom, kot je opisano spodaj. Ker smo pri predhodnih poskusih pri nekaterih 
nanomaterialih, ki jih nismo uporabili v doktorskem delu (nanodelci TiO2), opazili, da se 
skupki nanomateriala obarvajo z barvilom LipidTOX, se nismo odločili za kvantifikacijo 
fluorescence s spektrofluorimetrom in pretočnim citometrom. Obarvani skupki 
nanomateriala se namreč pritrdijo na dno posodic in na površino celic, kar vodi v meritev 
povečane intenzitete fluorescence, ki pa ni posledica povečane vsebnosti s fosfolipidi 
bogatih organelov. Pregled celic z mikroskopom pa nam omogoča, da to motnjo opazimo 
in da ocenimo, ali fluorescenca prihaja iz celic (možnost ločevanja med fluorescenco celic 
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in fluorescenco ozadja; možnost pregleda fluorescence na optičnih rezinah celic, kar nam 
omogoča grobo ocenitev, ali fluorescenca prihaja iz notranjosti celic ali morda iz 
obarvanih skupkov nanomateriala nad celico; Stone in sod., 2009). 
 
Celice MDCK smo nasadili v prozorne plošče s 24 vdolbinicami (2,2 × 104 celic/cm2;         
1 mL/vdolbinico), v katere smo predhodno vstavili sterilna krovna stekelca. Po 24-urni 
inkubaciji (37 °C, atmosfera z 5 % CO2, visoka zračna vlažnost), ko so se celice pritrdile 
na vstavljena stekelca, smo celice izpostavili necitotoksičnim koncentracijam ZnO nano ter 
ZnO mikro (končne koncentracije 5 in 10 µg/mL). Celice smo izpostavili tudi 
ekvimolarnim koncentracijam ZnCl2 (1,67, 8,37 in 16,7 µg/mL). Kot pozitivno kontrolo za 
sprožitev fosfolipidoze smo uporabili 30 µM propranolol. Sočasno z začetkom izpostavitve 
celic smo v gojišče za celice dodali tudi barvilo LipidTOX™ Green phospholipidosis 
detection. Po 24- ali 48-urni izpostavitvi smo celice, pritrjene na krovno stekelce, sprali z 
DPBS in fiksirali z dodatkom 3,5 % formaldehida za 30 min. Fiksirane celice smo sprali z 
DPBS ter jih položili na objektno stekelce z dodano kapljico sredstva za preprečevanje 
bledenja fluorescence Vectashield (Vector laboratories, Burlingame, ZDA), z barvilom 
DAPI (barvilo, ki obarva DNA modro). Pripravljene preparate smo pregledali z 
epifluorescentnim mikroskopom (Axio Imager.Z1 z dodatkom ApoTome; Carl Zeiss, Jena, 
Nemčija). Pri vsakem vzorcu smo ocenili zeleno fluorescenco barvila LipidTOX vsaj 100 
celic. Ocenjevanje je potekalo na podlagi ocenjevalne lestvice za celice MDCK (Priloga 
B). Za vsako testno koncentracijo ZnO nano, ZnO mikro ter ZnCl2 smo ocenili 4 biološke 
vzorce. Rezultate smo prikazali kot povprečno oceno fluorescence celic. Ker pri nobeni 
izpostavitvi celic MDCK (ZnO nano, ZnO mikro, ZnCl2) nismo zaznali povečane zelene 
fluorescence barvila LipidTOX, ki bi nakazala na potencial za sprožitev fosfolipidoze, smo 
celice MDCK za 48 ur izpostavili še ostalim izbranim nanomaterialom in izvedli barvanje 
z LipidTOX barvilom na enak način, kot je opisano zgoraj. Končna koncentracija 
nanomaterialov v gojišču za celice je bila 10 µg/mL (ZnO nano, ZnO mikro, Cu, CuO, mix 
γ-Fe2O3/Fe3O4, mix γ-Fe2O3/Fe3O4-citrat, mix γ-Fe2O3/Fe3O4-malat) oz. 50 µg/mL           
(-Fe2O3, -Fe2O3+SiO2, -Fe2O3+SiO2-NH2, -Fe2O3+SiO2-COOH, SiO2, SiO2-NH2,   
SiO2-COOH, C60). 
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3.5. VPLIV NANOMATERIALOV NA CELICE A549 
 
3.5.1. Testiranje citotoksičnosti izbranih nanomaterialov 
 
Citotoksični vpliv izbranih nanomaterialov na celicah A549 smo vrednotili s testom s 
tetrazolijevo soljo MTT.  
 
Celice A549 smo nasadili v prozorne mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami (2,2 × 104 
celis/cm
2; 100 μL/vdolbinico). Po 24-urni inkubaciji (37 °C, atmosfera s 5 % CO2, visoka 
zračna vlažnost), ko so se celice pritrdile na dno mikrotitrske plošče, smo celice izpostavili 
izbranim nanomaterialom. Končne koncentracije nanomaterialov so bile 1, 5, 10, 20 in 50 
µg/mL (ZnO nano, ZnO mikro, CuO, mix γ-Fe2O3/Fe3O4, mix γ-Fe2O3/Fe3O4-citrat, mix         
γ-Fe2O3/Fe3O4-malat, -Fe2O3, -Fe2O3+SiO2, -Fe2O3+SiO2-NH2, -Fe2O3+SiO2-COOH), 
ali pa 1, 5, 10, 50, 100 µg/mL (Cu, C60, SiO2, SiO2-NH2, SiO2-COOH). Kot pozitivno 
kontrolo za citotoksičnost smo uporabili 0,5 mM H2O2. Po 24-urni izpostavitvi smo celice 
sprali z DPBS ter jim dodali barvilo MTT (0,5 mg/mL, pripravljeno v gojišču za celice). 
Po 3-urni inkubaciji smo kristale formazana raztopili v 100 μL DMSO (Fisher Scientific). 
Količino raztopljenega formazana smo izmerili spektrofotometrično z merjenjem 
absorbance pri valovni dolžini 570 nm. Za vsako testno koncentracijo izbranih 
nanomaterialov smo izvedli vsaj 2 neodvisni biološki ponovitvi, pri katerih smo izmerili 4 
paralelne ponovitve.  
 
3.5.2. Testiranje potenciala izbranih nanomaterialov za sprožitev fosfolipidoze 
 
Za testiranje potenciala izbranih nanomaterialov za sprožitev fosfolipidoze na celicah 
A549 smo uporabili metodo barvanja s fluorescentnim barvilom LipidTOX™ Green 
phospholipidosis detection (Life Technologies, Carlsbad, ZDA). Postopek izpostavitve 
celic nanomaterialom, barvanja s fosfolipidi bogatih organelov in ocenjevanja, je bil enak 
kot pri celicah MDCK (Poglavje 3.4.6.).  
 
Celice A549 smo nasadili v prozorne plošče s 24 vdolbinicami (4,5 × 104 celic/cm2;            
1 mL/vdolbinico), v katere smo predhodno vstavili sterilna krovna stekelca. Po 24-urni 
inkubaciji (37 °C, atmosfera s 5 % CO2, visoka zračna vlažnost), ko so se celice pritrdile 
na vstavljena stekelca, smo celice izpostavili izbranim nanomaterialom. Končna 
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koncentracija nanomaterialov je bila 10 µg/mL (ZnO nano, ZnO mikro, Cu, CuO, mix       
γ-Fe2O3/Fe3O4, mix γ-Fe2O3/Fe3O4-citrat, mix γ-Fe2O3/Fe3O4-malat) oz. 50 µg/mL           
(-Fe2O3, -Fe2O3+SiO2, -Fe2O3+SiO2-NH2, -Fe2O3+SiO2-COOH, SiO2, SiO2-NH2,   
SiO2-COOH, C60,). Kot pozitivno kontrolo za sprožitev fosfolipidoze smo uporabili 30 µM 
propranolol. Sočasno z začetkom izpostavitve celic smo v gojišče za celice dodali tudi 
barvilo LipidTOX™ Green phospholipidosis detection. Po 48-urni izpostavitvi smo celice, 
pritrjene na krovno stekelce, sprali z DPBS in fiksirali z dodatkom 3,5 % formaldehida za 
30 min. Po fiksaciji smo celice sprali z DPBS in jih položili na objektno stekelce z dodano 
kapljico sredstva za preprečevanje bledenja fluorescence Vectashield z barvilom DAPI. 
Pripravljene preparate smo pregledali z epifluorescentnim mikroskopom (Axio Imager.Z1 
z dodatkom ApoTome; Carl Zeiss, Jena, Nemčija). Pri vsakem vzorcu smo ocenili zeleno 
fluorescenco barvila LipidTOX vsaj 100 celic. Ocenjevanje je potekalo na podlagi 
ocenjevalne lestvice za celice A549 (Priloga B). Za vsako testno koncentracijo 
nanomaterialov smo ocenili 4 neodvisne vzorce. Rezultate smo prikazali kot povprečno 
oceno fluorescence celic. 
 
Z nanomateriali, ki so v celicah A549 povzročili povečano intenziteto fluorescence barvila 
LipidTOX (-Fe2O3+SiO2, -Fe2O3+SiO2-NH2, -Fe2O3+SiO2-COOH), in z -Fe2O3 smo 
izvedli še dodatne poskuse, kjer smo celice A549 izpostavili nižjim koncentracijam 
nanomaterialov (5 in 20 µg/mL).  
 
3.5.3. Testiranje citotoksičnosti nanodelcev -Fe2O3 in -Fe2O3+SiO2 pri različnih 
časih izpostavitve 
 
Na podlagi predhodnih rezultatov, ki so pokazali, da so od vseh izbranih nanomaterialov, 
nanodelci -Fe2O3+SiO2 povzročili v celicah A549 največje povečanje vsebnosti s 
fosfolipidi bogatih organelov in to pri necitotoksičnih koncentracijah (5, 20 in 50 µg/mL), 
smo se odločili, da bomo nadaljnje poskuse izvajali z njimi. Poleg poskusov z nanodelci   
-Fe2O3+SiO2, ki imajo ovoj iz silicijevega dioksida, smo za kontrolo izvajali poskuse tudi 
z neprevlečenimi nanodeci -Fe2O3, ki niso izkazali potenciala za sprožitev fosfolipidoze. 
Citotoksičen vpliv nanodelcev -Fe2O3 ter -Fe2O3+SiO2 smo testirali z uporabo metode 
MTT na celicah A549 po različnih časih izpostavitve (3, 24, 48 in 72 h). Potek metode je 
opisan v poglavju 3.5.1. Za vsako testno koncentracijo -Fe2O3 (5, 20, 50 in 100 µg/mL) 
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ter -Fe2O3+SiO2 (1, 5, 10, 20, 50 in 100 µg/mL) smo izvedli vsaj 2 neodvisni ponovitvi, 
pri katerih je bilo izmerjenih 5 paralelnih ponovitev.  
 
3.5.4. Barvanje kislih organelov 
 
Za razliko od barvanja celic z barvilom LipidTOX™ phospholipidosis detection (Poglavje 
3.5.2.), ki obarva s fosfolipidi bogate organele, pa z barvanjem celic z barvilom nevtralno 
rdeče obarvamo organele, ki vsebujejo kisel pH (pozni endosomi, lizosomi), neglede na 
njihovo sestavo. Znano je, da se težko razgradljive snovi lahko kopičijo v endosomih in 
lizosomih, ki so glavna tarča snovi, ki sprožijo nastanek fosfolipidoze (Anderson in 
Borlak, 2006). Z barvanjem kislih organelov smo preverili, ali izpostavitev celic A549 
nanodelcem -Fe2O3 in -Fe2O3+SiO2 vpliva na količino kislih organelov v celicah. Celice 
z obarvanimi kislimi organeli smo pregledali s svetlobnim in fluorescentnim 
mikroskopom, in ker nismo opazili, da bi uporabljeni nanomateriali lahko motili merjenja 
fluorescence (vezava nanomaterialov z barvilom), smo intenziteto fluorescence celic 
izmerili spektrofluorimetrično, kot je opisano spodaj. 
 
Celice A549 smo nasadili v črne mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami (2,2 × 104 
celic/cm
2; 100 μL/vdolbinico). Po 24-urni inkubaciji (37 °C, atmosfera s 5 % CO2, visoka 
zračna vlažnost), ko so se celice pritrdile na dno mikrotitrske plošče, smo celice izpostavili 
nanodelcem -Fe2O3 (5, 20, 50 in 100 µg/mL) in -Fe2O3+SiO2 (1, 5, 10, 20, 50 in 100 
µg/mL). Po 48- ali 72-urni izpostavitvi smo celice sprali z DPBS ter jim dodali barvilo 
nevtralno rdeče (0,04 mg/mL), pripravljeno v gojišču za celice. Po 3-urni inkubaciji smo 
celice sprali z DPBS in jih pregledali s svetlobnim mikroskopom (Axio Imager.Z1; Carl 
Zeiss, Jena, Nemčija). Ujeto barvilo nevtralno rdeče v kislih organelih smo raztopili z 
dodatkom topila (50 % v/v etanol, 1 % v/v ocetna kislina in 49 % v/v deionizirana voda). 
Količino raztopljenega barvila nevtralno rdeče smo izmerili spektrofluorimetrično z 
merjenjem fluorescence pri ekscitacijski valovni dolžini 530 nm in emisijski valovni 
dolžini 645 nm. Ker je izmerjena fluorescenca barvila nevtralno rdeče odvisna tako od 
količine oz. velikosti kislih organelov v celicah kot tudi od števila celic, smo s testom 
barvanja proteinov v celicah določili še relativno količino proteinov v celicah. S tem smo 
pridobili možnost normaliziranja fluorescence barvila nevtralno rdeče na relativno količino 
celičnih proteinov, ki je proporcionalna s številom celic. Celicam v mikrotitrski plošči, pri 
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katerih smo že izmerili fluorescenco barvila nevtralno rdeče, smo z barvilom Coomassie 
blue izmerili še koncentracijo proteinov (Mukherjee in sod., 2012). Celice smo za 40 min 
barvali z raztopino barvila Coomassie blue (0,05 % Coomassie Brilliant Blue G250 v 30 % 
metanolu, 10 % ocetni kislini in 60 % vodi MilliQ). Po barvanju smo celice sprali z DPBS, 
da smo odstranili barvilo, ki ni bilo vezano na proteine, nato pa smo z dodakom 0,1 M 
NaOH sprostili še vezano barvilo. Absorbanco sproščenega barvila smo izmerili 
spektrofotometrično z merjenjem absorbance pri valovni dolžini 630 nm. Za vsako testno 
koncentracijo smo izvedli vsaj 2 neodvisni ponovitvi, pri katerih je bilo izmerjenih 5 
paralelnih ponovitev. Rezultate smo prikazali kot relativno vsebnost kislih organelov glede 
na neizpostavljene kontrolne celice.  
 
3.5.5. Merjenje količine fosfatidilholina (PC) v celicah 
 
Fosfatidilholini (PC) predstavljajo eno izmed glavnih skupin fosfolipidov v celicah, so pa 
tudi glavna komponenta pljučnega surfaktanta. V celicah A549, ki smo jih izpostavili 
nanodelcem -Fe2O3 in -Fe2O3+SiO2, smo s pomočjo kita LabAssayTM Phospholipid Kit 
(Wako Pure Chemical Industries Ltd., Osaka, Japonska) izmerili količino PC.  
 
1,125 × 106 celic A549 smo nasadili v posodice za gojenje celičnih kultur s površino         
25 cm
2
. Po 24-urni inkubaciji (37 °C, atmosfera s 5 % CO2, visoka zračna vlažnost), ko so 
se celice pritrdile na dno gojitvene posodice, smo celice izpostavili nanodelcem -Fe2O3 (5, 
20 in 50 µg/mL) in -Fe2O3+SiO2 (5, 20 in 50 µg/mL). Kot pozitivno kontrolo za sprožitev 
fosfolipidoze smo uporabili 30 µM propranolol. Po 48-urni izpostavitvi smo celice sprali z 
DPBS in homogenizirali s paličnim sonikatorjem (Sonics VibraCell, Newtown, ZDA;      
1,5 min, amplituda 40 %, s ciklom 15 s vklop/15 s izklop). V dobljenem homogenatu smo 
z uporabo reagenta Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Life Technologies, Carlsbad, ZDA) 
izmerili koncentracijo vseh celičnih proteinov. Meritve koncentracije proteinov smo 
izvedli po navodilih proizvajalca. V preostalem homogenatu smo z mešanico kloroforma in 
metanola (2:1) ekstrahirali celične lipide (Folch in sod., 1957). Fazo s kloroformom smo 
posušili s prepihovanjem z dušikom. Suhe lipide smo raztopili v pufru za lipide (0,1 % 
Triton X-100, 20 mM Tris, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA; pH 8). S pomočjo kita 
LabAssay
TM
 Phospholipid Kit smo po navodilih proizvajalca izmerili količino PC. Za 
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vsako testno koncentracijo nanomaterialov smo ocenili vsaj 6 neodvisnih vzorcev. 
Rezultate smo prikazali kot relativno masno razmerje med PC in proteini.  
 
3.5.6. Barvanje lipidnih kapelj  
 
Da bi preverili, ali izpostavitev celic A549 nanodelcem -Fe2O3 in -Fe2O3+SiO2 vpliva na 
vsebnost lipidnih kapelj, smo uporabili metodo barvanja celic z barvilom nilsko rdeče, po 
postopku, ki je bil predhodno že uporabljen za barvanje znotrajceličnh lipidnih kapelj 
(Pucer in sod., 2013). Lipidne kaplje predstavljajo glavno zalogo nevtralnih lipidov v 
celicah sesalcev, kjer igrajo pomembno vlogo pri vzdrževanju znotrajcelične homeostaze 
lipidnega metabolizma (Martin in Parton, 2006; Thiam in sod., 2013). Za razliko od 
lamelarnih teles, ki vsebujejo zlasti fosfolipide, vsebujejo lipidne kaplje zlasti 
triacilglicerole in estre holesterola. Celice z obarvanimi lipidnimi kapljami smo pregledali 
s fluorescentnim mikroskopom, in ker nismo opazili, da bi uporabljeni nanomateriali lahko 
motili merjenja fluorescence (vezava nanomaterialov z barvilom), smo intenziteto 
obarvanosti celic izmerili s pretočno citometrijo, kot je opisano spodaj. 
 
Celice A549 smo nasadili v plošče s 24 vdolbinicami (1,5 × 104 celic/cm2;                          
1 mL/vdolbinico). Po 24-urni inkubaciji (37 °C, atmosfera s 5 % CO2, visoka zračna 
vlažnost), ko so se celice pritrdile na dno plošče, smo celice izpostavili nanodelcem           
-Fe2O3+SiO2 (20 in 50 µg/mL). Kot pozitivno kontrolo za sprožitev nastajanja lipidnih 
kapelj smo uporabili 100 µM oleinsko kislino (OK). Po 48-urni izpostavitvi smo celice 
sprali z DPBS ter jih odlepili od podlage z uporabo mešanice tripsina in EDTA. Suspenzijo 
celic v DPBS smo pobarvali z barvilom nilsko rdeče, pripravljenim v DPBS (1 µg/mL,     
10 min). Fluorescenco barvila nilsko rdeče, vezanega na celične lipide, smo izmerili s 
pretočnim citometrom pri emisijski valovni dolžini 530 nm (BD FACScalibur, BD 
Bioscience, Heidelberg, Nemčija). Predhodne raziskave so pokazale, da prisotnost barvila 
v DPBS pufru s celicami ne ovira meritve fluorescence v celicah, saj se fluorescenca 
barvila nilsko rdeče poveča šele v lipofilnem okolju (Greenspan in sod., 1985). Za vsako 
testno koncentracijo -Fe2O3+SiO2 smo pripravili 4 vzorce, pri katerih smo izmerili 
fluorescenco vsaj 20.000 celicam. Rezultate smo prikazali kot relativno intenziteto 
fluorescence celic, obarvanih z barvilom nilsko rdeče, glede na neizpostavljene kontrolne 
celice. 
Kononenko, V. Vpliv nanomaterialov na sprožitev fosfolipidoze in vitro na primeru izbranih celičnih linij. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko, 2017 
37 
 
3.5.7. Merjenje stopnje izražanja genov  
 
Da bi preverili vpliv nanodelcev -Fe2O3+SiO2 na metabolizem surfaktanta pri celicah 
A549, smo preverili izražanje genov, ki so povezani z metabolizmom lipidov (Priloga C).  
 
Celice A549 smo nasadili v plošče s 6 vdolbinicami (4,5 × 104 celic/cm2;                             
2 mL/vdolbinico). Po 24-urni inkubaciji (37 °C, atmosfera s 5 % CO2, visoka zračna 
vlažnost), ko so se celice pritrdile na dno plošče, smo celice izpostavili nanodelcem           
-Fe2O3+SiO2 (5, 20 in 50 µg/mL). Kot pozitivno kontrolo za sprožitev fosfolipidoze smo 
uporabili 30 µM propranolol. Po 6-, 24- ali 48-urni izpostavitvi smo celice sprali z DPBS 
in jih odlepili od podlage z uporabo mešanice tripsina in EDTA. Iz celic smo izolirali RNA 
z uporabo kita High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Mannheim, Nemčija) po navodilih 
proizvajalca. Koncentracijo izolirane RNA smo določili spektrofotometrično (NanoDrop 
2000c, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, ZDA). Reverzno transkripcijo smo 
izvedli na Biosystems 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Carlsbad, ZDA) z 
uporabo kita High Capacity cDNA Reverse Transcripton Kits (Applied Biosystems, 
Carlsbad, ZDA) po navodilih proizvajalca. Vzorce cDNA smo do izvedbe kvantitativnega 
verižne reakcije s polimerazo (qPCR) hranili pri temperaturi -20 °C. Oligonukleotidne 
začetnike za izbrane gene (Priloga D) smo pripravili v prečiščeni vodi brez nukleaz. 
Reakcije qPCR smo izvedli z uporabo reakcijske mešanice FastStart Universal SYBR 
Green Master Rox (Roche, Mannheim, Nemčija) in s primerji za izbrane gene. Reakcije 
qPCR so potekale v napravi StepOnePlus Real-Time PCR system (Applied Biosystems, 
Darmstadt, Nemčija). Uporabili smo dva referenčna gena: gen za DNA topoizomerazo 1 
(TOP1) in gen za podenoto 1 od faktorja spajanja 3a (SF3A1). Za vsako testno 
koncentracijo -Fe2O3+SiO2 smo pripravili 2 biološka vzorca, pri katerih smo za vsak gen 
izvedli vsaj dve meritvi njegovega izražanja. Stopnjo izražanja genov smo izračunali po 
metodi, opisani v članku Hellemansa in sodelavcev (2007). Rezultate smo prikazali kot 
relativno izražanje genov v primerjavi z izražanjem pri neizpostavljenih kontrolnih celicah. 
 
3.5.8. Presevna elektronska mikroskopija  
 
Da bi preverili ultrastrukturne spremembe celic A549 po izpostavitvi nanodelcem             
-Fe2O3+SiO2, smo uporabili presevno elektronsko mikroskopijo (ang. transmission 
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electron microscopy, TEM). Izvedli smo semi-kvantitativno analizo celičnih organelov, ki 
so povezani s fosfolipidozo in biogenezo lamelarnih teles. Ker so bile ultrastrukturne 
spremembe v celicah, ki so bile izpostavljene nanodelcem -Fe2O3+SiO2, očitne, smo 
ocenili, da semi-kvantitativna analiza z jasno definiranimi merili ocenjevanja (besedilo 
spodaj) zadošča za jasno predstavitev ultrastrukturnih sprememb. 
 
Celice A549 smo nasadili v plošče s 6 vdolbinicami (4,5 × 104 celic/cm2), v katere smo 
predhodno vstavili inserte s polietilenskimi membranami (BD Falcon
TM
 Cultureware, BD 
Biosciences, Bedford, Massachusetts, ZDA). Po 24-urni inkubaciji (37 °C, atmosfera s 5 % 
CO2, visoka zračna vlažnost), ko so se celice pritrdile na vstavljene membrane, smo celice 
izpostavili nanodelcem -Fe2O3+SiO2 (5, 20 in 50 µg/mL). Kot pozitivno kontrolo za 
sprožitev fosfolipidoze smo uporabili 30 µM propranolol. Po 48-urni izpostavitvi smo 
celice, pritrjene na polietilenske membrane, sprali z DPBS ter jih za 3 h inkubirali v 
ohlajenem fiksativu (4 % paraformaldehid in 2 % glutaraldehid v 0,1 M kakodilatnem 
pufru; pH 7,3, 4 °C). Po prekonočnem spiranju v 0,2 M kakodilatnem pufru z 0,33 M 
saharozo je sledila 1-urna sekundarna fiksacija celic z 1 % OsO4 v 0,1 M kakodilatnem 
pufru. Celice na membranah smo dehidrirali v etanolni vrsti, jih prepajali najprej v 
mešanici 100 % etanola in umetne smole Epon (1:1) in jih nato vklopili v umetno smolo 
Epon 812 (Serva Electrophoresis, Heidelberg, Nemčija). Po polimerizaciji umetne smole v 
termostatu pri naraščajočih temperaturah (35-80 °C) smo eponske bloke s celicami zrezali 
na ultratanke rezine z ultramikrotomom (Leica EM UC6). Ultratanke rezine debeline       
50-60 nm smo kontrastirali z uranil acetatom (20 min) in svinčevim citratom (10 min) na 
sobni temperaturi. Pripravljene vzorce smo pregledali s presevnim elektronskim 
mikroskopom Jeol 100 CX. Za vsako testno koncentracijo -Fe2O3+SiO2 smo pripravili 2 
vzorca, v katerih smo pregledali vsaj 30 celic. Izvedli smo semi-kvantitativno analizo 
celičnih organelov, ki so značilni za fosfolipidozo (lamelarna telesa) in ki sodelujejo v 
biogenezi lamelarnih teles (multivezikularna telesa, avtofagne vakuole). V analizo smo 
vključili le celice, ki so imele premer jedra na ultratanki rezini večji od 6 µm (najmanjši 
izmerjeni premer jedra celic A549 in vitro, ki smo jih obarvali z barvilom DAPI in 
pregledali pod fluorescentnim mikroskopom), kar je pomenilo, da je na ultratanki rezini 
zajeta večina citoplazme celice. Vse iskane celične strukture smo prepoznali na podlagi 
njihove velikosti in morfologije. Lamelarna telesa smo definirali kot 100-2400 nm velike, z 
membrano obdane organele, s karakteristično lamelarno strukturo (Schmitz in Müller, 
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1991). Multivezikularna telesa smo prepoznali kot nad 250 nm velike organele, obdane z 
enojno membrano, ki so vsebovali manjše intraluminalne vezikle (50-80 nm; Altick in 
sod., 2009). Izraz avtofagne vakuole smo uporabili za avtofagosome, amfisome in 
(avto)lizosome. Natačneje smo avtofagne vakuole opredelili kot avtofagosome (strukture z 
dvojno membrano) ali kot amfisome oz. avtolizosome (strukture z enojno membrano, ki so 
vsebovale delno ali popolnoma razgrajene komponente celic) (Eskelinen, 2008). 
 
3.5.9. Analiza maščobnokislinskega profila celic 
 
Da bi analizirali maščobnokislinski profil celic A549, smo s plinsko kromatografijo izvedli 
analizo metilnih estrov maščobnih kislin (ang. fatty acid methyl esters, FAME; Vodovnik 
in sod., 2012), ki smo jih ekstrahirali iz celic A549. Analizo smo izvedli na 
neizpostavljenih kontrolnih celicah ter na celicah po izpostavitvi nanodelcem -Fe2O3 in    
-Fe2O3+SiO2.  
 
1,125 × 106 celic A549 smo nasadili v posodice za gojenje celičnih kultur s površino         
25 cm
2
. Po 24-urni inkubaciji (37 °C, atmosfera s 5 % CO2, visoka zračna vlažnost), ko so 
se celice pritrdile na dno gojitvene posodice, smo celice izpostavili nanodelcem -Fe2O3 
(20 in 50 µg/mL) in -Fe2O3+SiO2 (5, 20 in 50 µg/mL). Kot pozitivno kontrolo za 
sprožitev fosfolipidoze smo uporabili 30 µM propranolol. Po 48-urni izpostavitvi smo 
celice sprali z DPBS ter jih s pomočjo silikonskega strgala prestavili v mikrocentrifugirke. 
Celice v mikrocentrifugirkah smo zamrznili na –20 °C. Zamrznjene celice smo liofilizirali 
(48 h, −20 C, 0,04 mbar) z uporabo liofilizatorja Alpha 2-4 Christ freeze-dryer (Martin 
Christ, Osterode am Harz, Nemčija). Liofilizirane celice smo prenesli v steklene epruvete 
(predhodno oprane z metanolom), kjer je potekala derivatizacija (priprava metilnih estrov 
maščobnih kislin). Liofiliziranim celicam, ki smo jih homogenizirali s stekleno iglo, smo 
dodali 0,5 mL heksana. Po temeljitem mešanju smo vzorcem dodali 1mL 1,5 M HCl v 
metanolu, kratko premešali ter dodali še 1 mL metanola. Epruvete smo napolnili z dušikom 
ter zaprli s teflonskim pokrovčkom. Premešano epruveto smo za 10 min inkubirali v ogreti 
vodni kopeli (80 °C). Reakcijo transesterifikacije lipidov s HCl v metanolu smo ustavili z 
ohlajanjem epruvete v ledeni kopeli. V epruveto smo dodali 2 mL vode MilliQ in mešanico 
z uporabo vibracijskega mešalnika temeljito premešali (1 min). Epruvete smo na hitro 
centrifugirali, da sta se fazi ločili. Zgornjo organsko fazo smo prenesli v viale za plinsko 
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kromatografijo. Za analizo FAME smo uporabili plinski kromatograf s plamensko 
ionizacijskim detektorjem (FID). Kot nosilni plin smo uporabili helij, skozi detektor sta 
tekla vodik in zrak. Različne FAME smo ločili s pomočjo dvigovanja temperature             
(4 °C/min; začetna T kolone = 150 °C; končna T kolone = 250 °C; T injektorja = 250 °C; T 
detektorja = 280 °C). Pri posameznem vzorcu smo analizirali 1 μL organske faze, ki 
vsebuje v heksanu raztopljene FAME. Identifikacijo posameznih FAME smo izvedli s 
pomočjo primerjave retencijskih časov sestavin vzorcev z retencijskimi časi standardne 
mešanice FAME (z znano sestavo) ter na osnovi izračuna faktorja ECL (ang. equivalent 
chain length). Količino posamezne maščobne kisline smo določili na podlagi površine 
pripadajočega vrha v dobljenem kromatogramu. Za vsako testno koncentracijo 
nanomaterialov smo ocenili le en vzorec, zaradi česar so pridobljeni rezultati zgolj 
informativne narave ter niso primerni za statistično analizo. Prikazali smo rezultate za 
maščobne kisline, ki so zastopale več kot 1,5 % celotne vsebnosti maščobnih kislin.  
 
3.5.10.  Merjenje površinske napetosti kapljevine nad celicami 
 
Da bi preverili, ali izpostavitev celic A549 nanodelcem -Fe2O3 in -Fe2O3+SiO2 vpliva na 
izgradnjo filma surfaktanta, ki zmanjša površinsko napetost tanke plasti kapljevine nad 
celicami (hipofaze), smo izvedli metodo širjenja kapljice (Blank in sod., 2006).  
 
Celice A549 smo nasadili v plošče s 6 vdolbinicami (4,5 × 104 celic/cm2), v katere smo 
predhodno vstavili inserte s polietilenskimi membranami (BD Falcon
TM
 Cultureware, BD 
Biosciences, Bedford, Massachusetts, ZDA). Po 24-urni inkubaciji (37 °C, atmosfera s 5 % 
CO2, visoka zračna vlažnost), ko so se celice pritrdile na vstavljene membrane, smo celice 
izpostavili nanodelcem -Fe2O3 (20 in 50 µg/mL) in nanodelcem -Fe2O3+SiO2 (5, 20 in 
50 µg/mL). Kot pozitivno kontrolo za sprožitev fosfolipidoze smo uporabili 30 µM 
propranolol. Po 48-urni izpostavitvi smo celicam iz zgornje strani inserta odstranili gojišče 
za celice, medtem ko so bili inserti od spodaj še naprej pomočeni v gojišče za celice. Tako 
so bile celice A549 izpostavljene zraku, kar jih spodbudi k izgradnji filma surfaktanta, ki 
zmanjša površinsko napetost tanke plasti kapljevine nad celicami (Blank in sod., 2006). 
Celice smo izpostavili zraku za 1 h ali za 24 h ter nato z metodo širjenja kapljice izmerili 
površinsko napetost. Kapljico mešanice dimetil ftalata in 1-oktanola (4:1, v/v), ki smo jo 
obarvali z barvilom kristal vijolično (4 mg/mL), smo s pomočjo mikropipete položili na 
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površino celic, ki so bile izpostavljene zraku eno uro (preden se formira film surfaktanta, ki 
zniža površinsko napetost) ali 24 ur (ko surfaktantni film zmanjša površinsko napetost 
kapljevine nad netretiranimi kontrolnimi celicami). Z digitalno kamero (Samsung SM-
A300FU) smo posneli sliko kapljice pred in po nanosu na celice. S pomočjo 
računalniškega programa ImageJ (NIMH, Bethesda, Maryland, ZDA) smo določili premer 
kapljic pred nanosom (d0) in po nanosu na celice (d). Premer kapljice po nanosu (d) se 
zmanjša sorazmerno z zmanjševanjem površinske napetosti (Im Hof in sod., 1997). 
Površinsko napetost smo določili s pomočjo umeritvene krivulje, ki nam poda povezavo 
med vrednostjo d/d0 in površinsko napetostjo filma surfaktanta (Im Hof in sod., 1997). Za 
vsako testno koncentracijo nanodelcev smo ocenili površinsko napetost vsaj 4 vzorcev.   
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4. REZULTATI 
 
4.1. KARAKTERISTIKE UPORABLJENIH NANOMATERIALOV 
 
Povprečna velikost delcev ZnO nano, določena s presevno elektronsko mikroskopijo, je 
znašala 72 ± 46 nm, povprečna velikost ZnO mikro pa je znašala 237 ± 119 nm. Kljub 
široki porazdelivi velikosti delcev ZnO nano in ZnO mikro je večina delcev ZnO nano     
(84 %) bila manjša od 100 nm, večina delcev ZnO mikro (96 %) pa je bila večja od 100 nm 
(Slika 4). Zeta potencial v vodi je za delce ZnO nano znašal -13 mV, za delce ZnO mikro 
pa -17 mV. Meritve DLS so pokazale, da je bila hidrodinamska velikost delcev ZnO nano 
v vodni suspenziji 85 nm, delcev ZnO mikro pa 113 nm. Pri tem je potrebno poudariti, da 
smo pred meritvijo vodne suspenzije delcev ZnO mikro opazili posedanje delcev in da je 
bila meritev izvedena brez posedenih delcev. Nasprotno od vodne suspenzije ZnO mikro 
pa pri vodni suspenziji ZnO nano nismo opazili vidnega posedanja. Povprečna 
hidrodinamska velikost delcev ZnO nano v gojišču za celice MDCK je znašala 253 nm, 
povprečna hidrodinamska velikost delcev ZnO mikro pa 456 nm.  
 
Povprečna velikost maghemitnih nanodelcev γ-Fe2O3, določena s presevno elektronsko 
mikroskopijo, je znašala je znašala 12,4 ± 2,4 nm, povprečna velikost s siliko prevlečenih 
maghemitnih nanodelcev γ-Fe2O3+SiO2 pa je znašala 19,3 ± 2,0 nm. Plast silike daje 
nanodelcem γ-Fe2O3+SiO2 relativno bolj kisel značaj, kar se kaže v bolj kislem zeta 
potencialu nanodelcev γ-Fe2O3+SiO2 (-42 mV) v primerjavi z nanodelci γ-Fe2O3 (-16 mV). 
Suspenzija nanodelcev γ-Fe2O3+SiO2, pripravljena v gojišču za celice A549, je bila bolj 
stabilna v primerjavi z nanodelci γ-Fe2O3. Povprečna hidrodinamska velikost nanodelcev 
γ-Fe2O3 v gojišču za celice A549 je znašala 1249 nm, povprečna hidrodinamska velikost 
nanodelcev γ-Fe2O3+SiO2 pa 751 nm.  
 
Karakteristike ostalih uporabljenih nanomaterialov so podane v preglednici 1. Slike 
izbranih nanomaterialov so podane v prilogi A. 
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Preglednica 1: Karakteristike uporabljenih nanomaterialov. 
 
 
 
Nanomaterial 
Povprečna 
primarna 
velikost delcev 
določena s 
TEM (nm) 
Povprečna 
velikost v vodni 
suspenziji 
določena z DLS 
(nm) 
Povprečna 
velikost v gojišču 
za celice 
določena z DLS 
(nm) 
 
Zeta 
potencial v 
vodi (mV) 
 
Vir 
nanomateriala 
 
 
ZnO nano 72 85  253 -13  Sigma-Aldrich 
ZnO mikro 237 113* 456  -17 Sigma-Aldrich 
-Fe2O3  12  108 1249 -16 Slavko Kralj 
-Fe2O3+SiO2 19  118 751 -42 Slavko Kralj 
-Fe2O3+SiO2-
COOH  28  / / / Slavko Kralj 
-Fe2O3+SiO2-NH2  30 / / / Slavko Kralj 
Mix  
γ-Fe2O3/Fe3O4 14 / / / Stefanie Klein 
Mix  
γ-Fe2O3/Fe3O4-
citrat  12 / / / Stefanie Klein 
Mix       
γ-Fe2O3/Fe3O4-
malat 11 / / / Stefanie Klein 
C60 26 185  / -36  Sigma-Aldrich 
Cu 105 NA / -17  Sigma-Aldrich 
CuO 130 750 / -24 Sigma-Aldrich 
SiO2 30 40 / -31,5 JRC** 
SiO2-NH2  30 42 / -20  JRC** 
SiO2-COOH  30 42 / 0 JRC** 
*Pred meritvijo smo opazili intenzivno posedanje delcev. Meritev je bila izvedena brez 
posedenih delcev. **Joint Research Centre. NA – zaradi nestabilnosti suspenzije meritev 
ni bila mogoča. TEM – presevna elektronska mikroskopija. DLS – dinamično sipanje 
svetlobe. / – meritev ni bila izvedena.  
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Slika 4: Porazdelitev velikosti delcev ZnO nano (A) in ZnO mikro (B). Grafa A in B 
prikazujeta porazdelitev velikosti delcev ZnO nano in ZnO mikro, ki je bil določen iz slik, 
narejenih s presevnim elektronskim mikroskopom (TEM). Povprečna velikost delcev ZnO 
nano znaša 72 nm (SD = 46 nm). Povprečna velikost delcev ZnO mikro znaša 237 nm   
(SD = 119 nm). 
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4.2. VPLIV NANOMATERIALOV NA CELICE MDCK 
 
4.2.1. Citotoksičnost ZnO 
 
S testom MTT, ki meri metabolno aktivnost celic, ter s testom NR, ki meri stabilnost 
lizosomov, smo pri enodnevni izpostavitvi celic MDCK nanodelcem ZnO nano ter 
mikrodelcem ZnO mikro, ki smo jih suspendirali v gojišče za celice, zaznali citotoksičen 
učinek pri koncentracijah nad 15 μg/mL. Podobne rezultate smo zaznali tudi pri 
ekvimolarni koncentracij ZnCl2 (25,1 μg/mL). S testom TM, s katerim merimo stabilnost 
plazmaleme, smo citotoksičen vpliv cinkovih delcev in cinkove soli zaznali pri 
koncentracijah nad 30 μg/mL (oz. nad 50,2 μg/mL za ZnCl2). Grafični prikaz rezultatov 
meritev citotoksičnosti cinkovih delcev in cinkove soli je prikazan na sliki 5. Na sliki 6 so 
prikazane celice MDCK po izpstavitvi ZnO nano in po pretvorbi tetrazolijeve soli v 
formazan.  
 
 
Slika 5: Citotoksičnost nanodelcev ZnO nano, mikrodelcev ZnO mikro ter cinkove 
soli ZnCl2. Citotoksičnost smo vrednotili s testi MTT (A), NR (B) in TM (C) po 24-urni 
izpostavitvi celic MDCK. Pri testu MTT in NR smo izvedli vsaj 4 neodvisne biološke 
ponovitve, pri kateri je bilo izmerjenih vsaj 5 paralelnih ponovitev. Pri testu TM smo 
izvedli vsaj 6 neodvisnih bioloških ponovitev, pri katerih smo ocenili viabilnost vsaj 100 
celic. Podatki so prikazani kot povprečni procenti viabilnosti kontrolnih celic (+SD). 
Zvezdice na grafih prikazujejo statistično značilno razliko v primerjavi z neizpostavljenimi 
kontrolnimi celicami (*p < 0,05; t-test). 
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Slika 6: Celice MDCK po 24-urni izpostavitvi nanodelcem ZnO nano ter po 3-urni 
inkubaciji s tetrazolijevo soljo MTT. Neizpostavljene kontrolne celice (A) in celice, 
izpostavljene 1 μg/mL (B), 5 μg/mL (C) in 10 μg/mL ZnO nano (D), so ploščate oblike, 
pritrjene na podlago ter močno vijolično obarvane zaradi nastalih kristalov formazana. 
Celice, izpostavljene 15 μg/mL (E), 30 μg/mL (F) in 60 μg/mL ZnO nano (G), ter celice, 
izpostavljene 0,5 mM H2O2 (H), so kroglaste oblike. Merilo = 100 μm.  
 
4.2.2. Genotoksičnost ZnO 
 
Rezultati kometnega in mikronukleusnega testa na celicah MDCK so pokazali, da imajo 
necitotoksične koncentracije nanodelcev ZnO nano (5 in 10 μg/mL) genotoksičen učinek, 
medtem ko pri necitotoksičnih koncentracijah mikrodelcev ZnO mikro ter soli ZnCl2 
nismo zaznali genotoksičnega učinka (Sliki 7 in 8). S kometnim testom smo pri ZnO nano 
(5 in 10 μg/mL) detektirali statistično značilno povečanje fluorescence v kometnem repu, 
kar nakazuje povečanje enojnih in dvojnih prelomov DNA. Z mikronukleusnim testom pa 
smo pri ZnO nano (5 in 10 μg/mL) detektirali statistično značilno povečano frekvenco 
nastanka mikronukleusov, ki nastanejo ob deljenju jedra in nakazujejo prelome in izgubo 
kromosomov.  
 
Kononenko, V. Vpliv nanomaterialov na sprožitev fosfolipidoze in vitro na primeru izbranih celičnih linij. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko, 2017 
47 
 
 
Slika 7: Vpliv nanodelcev ZnO nano, mikrodelcev ZnO mikro ter cinkove soli ZnCl2 
na sprožitev prelomov DNA. Na grafu (A) so prikazani rezultati kometnega testa po      
24-urni izpostavitvi celic MDCK. Posamezna točka na grafu prikazuje mediano vrednost 
DNA v repu posameznega vzorca (60 kometov). Vodoravne črte predstavljajo povprečno 
vrednost vseh ponovitev. Zvezdice na grafu prikazujejo statistično značilno razliko v 
primerjavi z neizpostavljenimi kontrolnimi celicami (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; 
Enosmerna analiza variance ANOVA, Dunnettov post-test). Na slikah B-F so prikazane 
reprezentativne slike kometov neizpostavljenih kontrolnih celic (B), celic izpostavljenih 
ZnO nano (1 μg/mL-C, 5 μg/mL-D, 10 μg/mL-E) ter celic izpostavljenih 0,45 µM MMS 
(F).  
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Slika 8: Vpliv nanodelcev ZnO nano, mikrodelcev ZnO mikro ter cinkove soli ZnCl2 
na sprožitev prelomov kromosomov. Na grafu (A) so prikazani rezultati 
mikronukleusnega testa po 24-urni izpostavitvi celic MDCK. Posamezna točka na grafu 
prikazuje število celic z mikronukeusom (MN) pri 1000 dvojedrnih celicah (DJC). 
Vodoravne črte predstavljajo povprečno vrednost vseh ponovitev. Zvezdice na grafu 
prikazujejo statistično značilno razliko v primerjavi z neizpostavljenimi kontrolnimi 
celicami (*p < 0,05; ***p < 0,001; enosmerna analiza variance ANOVA, Dunnettov post-
test). Na sliki B je prikazana dvojedrna celica z nukleoplazemskim mostičkom, ki kaže na 
pojav nenormalnih dicentričnih kromosomov, pri katerih sta se centromeri med anafazo 
potegnili na nasprotna pola celice. Na sliki C je prikazana dvojedrna celica z 
mikronukleusom, ki običajno nastane zaradi acentričnega kromosomskega fragmenta ali 
celega kromosoma, ki se med telofazo ne vključi v nobeno od hčerinskih jeder.  
 
 
Kononenko, V. Vpliv nanomaterialov na sprožitev fosfolipidoze in vitro na primeru izbranih celičnih linij. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko, 2017 
49 
 
4.2.3. Aktivnost GST in CAT  
 
Pri celicah MDCK, ki so bile 24 h izpostavljene necitotoksičnim koncentracijam 
nanodelcev ZnO nano (5 in 10 μg/mL), smo izmerili zmanjšano aktivnost s stresom 
povezanih encimov GST in CAT, medtem ko pri celicah, ki so bile izpostavljene 
necitotoksičnim koncentracijam mikrodelcev ZnO mikro in soli ZnCl2, nismo zaznali 
zmanjšanja (razen manjšega zmanjšanja aktivnosti CAT pri 10 μg/mL ZnCl2; Slika 9). 
Zmanjšana aktivnost GST in CAT sovpada z genotoksičnim učinkom ZnO nano (Sliki 7 in 
8). 
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Slika 9: Aktivnost s stresom povezanih encimov. Aktivnost glutathion-S-transferaze 
(GST; A) in katalaze (CAT; B) pri celicah MDCK, ki smo jih za 24 h izpostavili 
necitotoksičnim koncentracijam nanodelcev ZnO nano, mikrodelcev ZnO mikro ter 
cinkove soli ZnCl2. Posamezna točka na grafu prikazuje aktivnost encima pri posameznem 
vzorcu. Vodoravne črte predstavljajo povprečno vrednost vseh ponovitev. Zvezdice na 
grafu prikazujejo statistično značilno razliko v primerjavi z neizpostavljenimi kontrolnimi 
celicami (*p < 0,05; ***p < 0,001; enosmerna analiza variance ANOVA, Dunnettov       
post-test). 
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4.2.4. Količina reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) v gojišču za celice  
 
Merjenje ROS v okolju brez celic je pokazalo, da se v gojišču za celice MDCK, ki mu za 
24 h dodamo ZnO nano, ZnO mikro ali ZnCl2, količina ROS ne poveča (Slika 10), kar 
lahko pojasnimo z dejstvom, da smo poskuse izvajali v temi in se tako ognili 
fototoksičnemu učinku ZnO. Negativni rezultati merjenja ROS v gojišču brez celic pa ne 
pomenijo, da ne pride do povečane produkcije ROS pri interakcijah nanodelcev s celicami. 
 
 
Slika 10: Rezultati meritve reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) v gojišču za celice 
MDCK. Za vsako testno koncentracijo ZnO nano, ZnO mikro in ZnCl2 smo izmerili 
fluorescenco DCF vsaj 5 neodvisnih ponovitev, pri katerih smo izvedli meritve treh 
paralelnih ponovitev. Podatki so prikazani kot povprečni procenti fluorescence kontrol 
(+SD). Zvezdice na grafih prikazujejo statistično značilno razliko v primerjavi s 
fluorescenco kontrolnih vzorcev (*p < 0,05; t-test). 
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4.2.5. Raztapljanje nanodelcev ZnO v gojišču za celice MDCK 
 
Meritve z AAS in voltametrijo so pokazale visoko raztapljanje nanodelcev ZnO nano v 
gojišču za celice MDCK (Preglednica 2). Po 24-urni inkubaciji pod enakimi pogoji kot pri 
testiranju citotoksičnosti in genotoksičnosti (brez celic) se je v gojišču za celice raztopilo 
približno 50 % ZnO nano.  
 
 
Preglednica 2: Raztapljanje nanodelcev ZnO v gojišču za celice MDCK. 
 
Vzorec Nazivna 
koncentracija 
nanodelcev 
ZnO (µg/mL) 
Celotna 
koncentracija Zn 
v gojišču  
(meritve z AAS) 
(µg/mL,  
povprečje ± SD,  
n = 2) 
Celotna 
koncentracija Zn v 
supernatantu gojišča  
(meritve z AAS) 
(µg/mL,  
povprečje ± SD, n=2) 
Koncentracija ionov 
Zn v supernatantu 
gojišča (meritve z  
SW-ASV) 
(µg/mL,  
povprečje ± SD, 
n=4) 
Delež 
raztopljenega 
Zn po 24-
urni 
inkubaciji 
(%) 
Gojišče 
za celice 
NA Pod mejo detekcije Pod mejo detekcije Pod mejo detekcije / 
ZnO nano 5 3,9±0,1* 2,9±0,1 1,9±0,0 49 
10 6,0±0,6* 4.1±1,8 3,3±0,3 55 
 
Pojasnilo: Meja detekcije cinka je 7×10-3 µg/mL (z metodo AAS; Armbruster in Pry, 2008) oz. 0,15×10-3 
µg/mL (z metodo SW-ASV; Romih in sod., 2017). Delež raztopljenega Zn je izračunan z deljenjem 
povprečne koncentracije ionov Zn v supernatantu gojišča s povprečno celotno koncentracijo Zn v gojišču.  
Kratice: AAS: atomska absorpcijska spektroskopija; n: število ponovitev; NA: ang. not applicable; SD: 
standardni odklon; SW-ASV: ang. square-wave anodic stripping voltammetry.   
 * Odstopanja med nazivno koncentracijo in celotno koncentracijo Zn v gojišču lahko razložimo z izgubami 
nanodelcev ZnO zaradi adsorpcije agregatov/aglomeratov ZnO na stene posod za celične kulture, do katere 
pride med 24-urno inkubacijo. 
 
 
4.2.6. Potencial nanodelcev ZnO za sprožitev fosfolipidoze  
 
Barvanje s fosfolipidi bogatih organelov v celicah MDCK, ki smo jih za 24 in 48 h 
izpostavili 5 in 10 μg/mL nanodelcem ZnO nano, mikrodelcem ZnO mikro ter ekvimolarni 
koncentraciji soli ZnCl2 (8,4 in 16,7 μg/mL), ni pokazalo potenciala za sprožitev 
fosfolipidoze (Slika 11).  
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Slika 11: Potencial nanodelcev ZnO nano, mikrodelcev ZnO mikro ter soli ZnCl2 za 
sprožitev fosfolipidoze pri celicah MDCK. Intenziteta fluorescence barvila LipidTOX™ 
phospholipidosis v celicah MDCK, ki smo jih za 24 h (A) ali 48 h (B) izpostavitvi ZnO 
nano, ZnO mikro ter ZnCl2. Za vsako testno koncentracijo ZnO nano ter ZnCl2 smo ocenili 
4 biološke vzorce, pri katerih smo ocenili fluorescenco barvila LipidTOX pri vsaj 100 
celicah. Rezultati so prikazani kot povprečna ocena fluorescence celic (+SD). Zvezdice na 
grafih prikazujejo statistično značilno razliko v primerjavi z neizpostavljenimi kontrolnimi 
celicami (*p < 0,05; t-test). 
 
4.2.7. Potencial izbranih nanomaterialov za sprožitev fosfolipidoze  
 
Barvanje s fosfolipidi bogatih organelov v celicah MDCK, ki smo jih za 48 h izpostavitvi 
izbranim nanomaterialom (10 μg/mL: ZnO nano, ZnO mikro, Cu, CuO, mix                      
γ-Fe2O3/Fe3O4, mix γ-Fe2O3/Fe3O4-citrat, mix γ-Fe2O3/Fe3O4-malat; 50 μg/mL: -Fe2O3,  
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-Fe2O3+SiO2, -Fe2O3+SiO2-NH2, -Fe2O3+SiO2-COOH, SiO2, SiO2-NH2, SiO2-COOH, 
C60), ni pokazalo potenciala za sprožitev fosfolipidoze (Slika 12). 
 
 
Slika 12: Potencial izbranih nanomaterialov za sprožitev fosfolipidoze pri celicah 
MDCK. Intenziteta fluorescence barvila LipidTOX™ phospholipidosis v celicah MDCK, 
ki smo jih za 48 h izpostavili izbranim nanomaterialom. Za vsak nanomaterial smo ocenili 
4 vzorce, pri katerih smo ocenili fluorescenco barvila LipidTOX pri vsaj 100 celicah. 
Rezultati so prikazani kot povprečna ocena fluorescence celic (+SD). Zvezdice na grafih 
prikazujejo statistično značilno razliko v primerjavi z neizpostavljenimi kontrolnimi 
celicami (*p < 0,05; t-test). 
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4.3. REZULTATI NA CELICAH A549 
 
4.3.1. Citotoksičnost izbranih nanomaterialov 
 
S testom MTT smo zaznali močno zmanjšano viabilnost celic A549 (pod 50 %) po 24-urni 
izpostavitvi 50 μg/mL ZnO nano, ZnO mikro, Cu, CuO, mix γ-Fe2O3/Fe3O4, mix              
γ-Fe2O3/Fe3O4-citrat in mix γ-Fe2O3/Fe3O4-malat. Srednje močno citotoksičnost (viabilnost 
med 50-90 %) smo zaznali po 24-urni izpostavitvi 50 μg/mL -Fe2O3, -Fe2O3+SiO2-NH2, 
-Fe2O3+SiO2-COOH, SiO2 ter SiO2-COOH. Citotoksičnosti pri 50 μg/mL -Fe2O3+SiO2, 
SiO2-NH2 in pri C60 nismo zaznali. Grafični prikaz rezultatov meritev citotoksičnosti 
izbranih nanomaterialov na celicah A549 je prikazan na sliki 13. 
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Slika 13: Citotoksičnost izbranih nanomaterialov, testirana s testom MTT po 24-urni 
izpostavitvi celic A549. Za vsako testno koncentracijo izbranih nanomaterialov smo 
izvedli vsaj 2 neodvisni biološki ponovitvi, pri katerih smo izmerili 4 paralelne ponovitve. 
Rezultati so prikazani kot povprečni procenti viabilnosti neizpostavljenih kontrolnih celic 
(+SD). Zvezdice na grafih prikazujejo statistično značilno razliko v primerjavi z 
neizpostavljenimi kontrolnimi celicami (*p < 0,05; t-test). 
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4.3.2. Potencial izbranih nanomaterialov za sprožitev fosfolipidoze 
 
Barvanje s fosfolipidi bogatih organelov v celicah A549, ki smo jih za 48 h izpostavili 
izbranim nanomaterialom (10 μg/mL: ZnO nano, ZnO mikro, Cu, CuO, mix                       
γ-Fe2O3/Fe3O4, mix γ-Fe2O3/Fe3O4-citrat, mix γ-Fe2O3/Fe3O4-malat; 50 μg/mL: -Fe2O3,    
-Fe2O3+SiO2, -Fe2O3+SiO2-NH2, -Fe2O3+SiO2-COOH, SiO2, SiO2-NH2, SiO2-COOH, 
C60), je pokazalo, da imajo -Fe2O3+SiO2, -Fe2O3+SiO2-NH2 ter -Fe2O3+SiO2-COOH 
potencial za sprožitev fosfolipidoze (Slike 14, 15 in 16). 
 
 
Slika 14: Potencial izbranih nanomaterialov za sprožitev fosfolipidoze pri celicah 
A549. Intenziteta fluorescence barvila LipidTOX™ phospholipidosis v celicah A549, ki 
smo jih za 48 h izpostavili izbranim nanomaterialom. Za vsak nanomaterial smo ocenili 4 
vzorce, pri katerih smo ocenili fluorescenco barvila LipidTOX pri vsaj 100 celicah. 
Rezultati so prikazani kot povprečna ocena fluorescence celic (+SD). Zvezdice na grafih 
prikazujejo statistično značilno razliko v primerjavi z neizpostavljenimi kontrolnimi 
celicami (*p < 0,05; t-test). 
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Slika 15: Potencial maghemitnih nanomaterialov za sprožitev fosfolipidoze pri celicah 
A549. Intenziteta fluorescence barvila LipidTOX™ phospholipidosis v celicah A549, ki 
smo jih za 48 h izpostavili različnim koncentracijam maghemitnih nanomaterialov z 
različnimi prevlekami. Za vsako testno koncentracijo smo ocenili 4 vzorce, pri katerih smo 
ocenili fluorescenco vsaj 100 celic. Rezultati so prikazani kot povprečna ocena 
fluorescence celic (+SD). Zvezdice na grafih prikazujejo statistično značilno razliko v 
primerjavi z neizpostavljenimi kontrolnimi celicami (*p < 0,05; t-test). 
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Slika 16: Vsebnost s fosfolipidi bogatih organelov v celicah A549. Celice A549 smo za 
48 h izpostavili nanodelcem -Fe2O3+SiO2 in z barvilom LipidTOX™ phospholipidosis 
pobarvali s fosfolipidi bogate organele (zeleno). Jedra smo obarvali z barvilom DAPI 
(modro). V primerjavi z neizpostavljenimi celicami kontrole (A) imajo celice, ki smo jih 
izpostavili 20 (B) in 50 µg/mL -Fe2O3+SiO2 (C), večjo vsebnost s fosfolipidi bogatih 
organelov. Merilo = 10 µm. 
 
4.3.3. Citotoksičnost -Fe2O3 ter -Fe2O3+SiO2 
 
Rezultati testa MTT so pokazali na koncentracijsko odvisnost citotoksičnosti nanodelcev  
-Fe2O3 ter na nizko citotoksičnost nanodelcev -Fe2O3+SiO2, ki se je pokazala šele pri  
72-urni izpostavitvi celic A549 (Slika 17).  
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Slika 17: Citotoksičnost -Fe2O3 (A) in -Fe2O3+SiO2 (B), testirana s testom MTT po 
3-, 24-, 48- in 72-urni izpostavitvi celic A549. Za vsako testno koncentracijo -Fe2O3 in            
-Fe2O3+SiO2 smo izvedli vsaj 2 neodvisni ponovitvi, pri kateri je bilo izmerjenih 5 
paralelnih ponovitev. Rezultati so prikazani kot povprečni procenti viabilnosti 
neizpostavljenih kontrolnih celic (+SD). Zvezdice na grafih prikazujejo statistično značilno 
razliko v primerjavi z neizpostavljenimi kontrolnimi celicami (*p < 0,05; t-test). 
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4.3.4. Vsebnost kislih organelov po izpostavitvi celic nanodelcem -Fe2O3 in              
-Fe2O3+SiO2 
 
Spektrofluorimetrične meritve so pokazale, da so celice A549, ki smo jih za 48 in 72 h 
izpostavili nanodelcem -Fe2O3+SiO2, privzele večjo količino barvila nevtralno rdeče kot 
netretirane celice ali kot celice, tretirane z nanodelci -Fe2O3 (Slika 18). Mikroskopski 
pregled je pokazal, da imajo celice A549, ki smo jih za 48 h izpostavili nanodelcem           
-Fe2O3+SiO2, večjo količino kislih organelov (Slika 19), kar verjetno kaže na to, da se 
endocitirani nanodelci kopičijo v kislih organelih. 
 
Kononenko, V. Vpliv nanomaterialov na sprožitev fosfolipidoze in vitro na primeru izbranih celičnih linij. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko, 2017 
62 
 
 
Slika 18: Vsebnost kislih organelov v celicah A549 po izpostavitvi nanodelcem           
-Fe2O3 in -Fe2O3+SiO2. Neprevlečeni maghemitni nanodelci so povzročili manjše 
povečanje vsebnosti kislih organelov (A), s silicijevim dioksidom prevlečeni maghemitni 
nanodelci pa večje povečanje vsebosti kislih organelov (B). Za vsako testno koncentracijo 
smo izvedli vsaj 2 neodvisni ponovitvi, pri katerih je bilo izmerjenih 5 paralelnih 
ponovitev. Rezultate smo prikazali kot relativno vsebnost kislih organelov glede na 
neizpostavljene kontrolne celice. Zvezdice na grafih prikazujejo statistično značilno razliko 
v primerjavi z neizpostavljenimi kontrolnimi celicami (*p < 0,05; t-test). 
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Slika 19: Količina kislih organelov v celicah A549 po izpostavitvi nanodelcem            
-Fe2O3+SiO2. Slike z diferencialnim interferenčnim kontrastom (DIC) so pokazale, da 
imajo celice A549, ki so bile za 48 h izpostavljene nanodelcem -Fe2O3+SiO2 (B-C), večjo 
vsebnost kislih organelov kot neizpostavljene kontrolne celice (A). A: kontrolna celica; B: 
celica, izpostavljena 5 µg/mL -Fe2O3+SiO2; C: celica, izpostavljena 20 µg/mL                 
-Fe2O3+SiO2; D: celica, izpostavljena 50 µg/mL -Fe2O3+SiO2. Na slikah so celice A549 
z rdeče obarvanimi kislimi organeli (barvilo nevtralno rdeče) in z neobarvanim jedrom (J). 
Merilo = 10 µm. 
 
4.3.5. Vsebnost fosfatidilholina (PC) v celicah po izpostavitvi nanodelcem -Fe2O3 in 
-Fe2O3+SiO2 
 
Za razliko od celic A549, ki smo jih za 48 h izpostavili nanodelcem -Fe2O3 in v katerih 
nismo zaznali povečane vsebnosti PC, smo v celicah A549, ki smo jih izpostavili 
nanodelcem -Fe2O3+SiO2, zaznali statistično značilno povečanje vsebnosti PC (Slika 20), 
ki je glavni fosfolipid, ki ga najdemo v lamelarnih telesih alveolarnih celic tipa II. 
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Slika 20: Vpliv nanodelcev -Fe2O3 in -Fe2O3+SiO2 na vsebnost fosfatidilholina (PC) 
v celicah A549. Relativna vsebnost PC v celicah A549 po 48-urni izpostavitvi nanodelcev 
-Fe2O3 in -Fe2O3+SiO2. Vsaka točka na grafu predstavlja eno neodvisno meritev. 
Vodoravne črte predstavljajo povprečno vrednost vseh ponovitev. Zvezdice na grafu 
prikazujejo statistično značilno razliko v primerjavi z neizpostavljenimi kontrolnimi 
celicami (*p < 0,05; Enosmerna analiza variance ANOVA, Bonferronijev post-test). 
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4.3.6. Ultrastrukturne spremembe celic A549 po izpostavitvi nanodelcem                  
-Fe2O3+SiO2 
 
Kljub predhodnim rezultatom, ki so pokazali potencial nanodelcev -Fe2O3+SiO2 za 
sprožitev fosfolipidoze (poglavja 4.3.2, 4.3.4, 4.3.5), pa sta kvalitativna in semi-
kvantitativna analiza s presevnim elektronskim mikroskopom (TEM) pokazali, da se 
količina lamelarnih teles v celicah A549 po izpostavitvi nanodelcem -Fe2O3+SiO2 ni 
povečala. Količina lamelarnih teles v celicah, ki so bile izpostavljene nanodelcem             
-Fe2O3+SiO2, je bila celo manjša v primerjavi s količino v neizpostavljenih kontrolnih 
celicah (Slika 21B), poleg tega pa smo v večini prisotnih lamelarnih teles opazili nanodelce 
(Slike 21B in 23G-I). V nasprotju s količino lamelarnih teles, ki se je zmanjšala, pa se je 
količina multivezikularnih teles (organeli, ki sodelujejo v biogenezi lamelarnih teles) v 
celicah A549 po izpostavitvi nanodelcem -Fe2O3+SiO2 povečala (Slika 21A). V 
izpostavljenih celicah smo opazili tudi močno povečano količino avtofagnih vakuol, ki so 
pogosto vsebovale lamelarna telesa (Slike 21C in 23E-F).  
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Slika 21: Vsebnost organelov v celicah A549 po 48-urni izpostavi nanodelcem            
-Fe2O3+SiO2. Rezultati semi-kvantitativne analize s presevno elektronsko mikroskopijo 
so pokazali, da izpostavitev celic nanodelcem -Fe2O3+SiO2: (A) statistično značilno zviša 
vsebnost multivezikularnih teles (MVB); (B) statistično značilno zniža vsebnost lamelarnih 
teles (LB); (C) statistično značilno zviša vsebnost avtofagnih vakuol (AV). Večina 
organelov je vsebovala nanodelce. S semi-kvantitativno analizo smo pri posamezni 
koncentraciji nanodelcev ocenili vsaj 30 celic. Rezultati na grafih so prikazani kot relativna 
povprečna vsebnost organelov (+SEM) glede na neizpostavljene kontrolne celice (črtkana 
črta). Zvezdice na grafu prikazujejo statistično značilno razliko v primerjavi z 
neizpostavljenimi kontrolnimi celicami (*p < 0,05; t-test).  
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Slika 22: Celice A549, slikane s presevnim elektronskim mikroskopom.                     
(A) Mikrografija neizpostavljenih kontrolnih celic A549 z multivezikularnim telesom 
(MVB; glava puščice) in lamelarnim telesom (puščica). (B) Celica A549, izpostavljena 30 
μM propranololu s povečano vsebnostjo lamelarnih teles (puščice). (C) Celica A549, 
izpostavljena 20 μg/mL -Fe2O3+SiO2 z endosomom, napolnjenim z nanodelci (zvezdica), 
avtofagno vakuolo (AV) in lamelarnim telesom z nanodelci (puščica). Črka J na slikah A 
in B označuje celično jedro. Na zgornji polovici slik A-C so vidni mikrovili. (D) 
Neizpostavljene kontrolne celice A549 so vsebovale številna normalno izoblikovana 
lamelarna telesa (puščice). (E) Celice A549, izpostavljene 50 μg/mL -Fe2O3+SiO2, so 
vsebovale povečano količino MVB (glavi puščice), endosome (zvezdici) ter avtofagne 
vakuole (AV). Merilo = 2 µm. 
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Slika 23: Strukture celic A549, slikane s presevnim elektronskim mikroskopom. V 
neizpostavljenih kontrolnih celicah A549 smo zasledili značilne strukture, povezane z 
biogenezo lamelarnih teles (A-C). (A) Multivezikularno telo z intraluminalnimi vezikli 
(puščica). (B) Nezrelo lamelarno telo z intraluminalnimi vezikli (puščica), ki z 
medsebojnim zlivanjem omogočajo rast intraluminalnih membran (široka glava puščice). 
(C) Zrelo lamelarno telo s tesno zvitimi koncentričnimi membranami. V celicah A549, ki 
smo jih za 48 h izpostavili nanodelcem -Fe2O3+SiO2, smo zasledili ovirano biogenezo 
lamelarnih teles (D-I). (D) Multivezikularno telo z intraluminalnimi vezikli ter nanodelci 
(ozka glava puščice). (E) Z dvojno membrano obdana avtofagna vakuola, ki vsebuje 
majhne zvitke membran v različnih stopnjah razgradnje (puščice) ter nanodelce (ozka 
glava puščice). (F) Avtofagna vakuola, ki vsebuje vezikel z majhnim zvitkom membran 
(puščica), razvite membrane (široka glava puščice), intraluminalne vezikle (bela puščica) 
ter nanodelce (ozka glava puščice). (G-I) Redka lamelarna telesa, ki smo jih opazili v 
izpostavljenih celicah A549, so bila večinoma napolnjena z nanodelci (ozka glava 
puščice). Merilo = 0,5 µm. 
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4.3.7. Izražanje genov, povezanih z metabolizmom lipidov 
 
V celicah A549, ki smo jih izpostavili nanodelcem -Fe2O3+SiO2, smo detektirali 
statistično značilne spremembe v izražanju genov, povezanih z metabolizmom lipidov 
(CHKA, PCYT1A, PCYT1B, LPCAT1, ABCA3, PLTP, PPARG). Po samo 6-urni 
izpostavitvi celic A549 z nanodelci -Fe2O3+SiO2 smo zaznali povečano izražanje genov, 
ki so vključeni v Kennedyjevo pot sinteze PC de novo in Landovo pot remodeliranja, kar 
nakazuje povečano sintezo surfaktantnih fosfolipidov. Pri podaljšani izpostavitvi celic (do 
48 h) se je izražanje večine genov, vključenih v pot sinteze PC de novo, zmanjšalo na nivo 
kontrolnih celic ali pa celo še nižje (Slika 24, Preglednica 3). 48-urna izpostavitev             
50 µg/mL -Fe2O3+SiO2 je povzročila zmanjšano izražanje večine genov, ki smo jih 
analizirali, kar nakazuje močno supresijo metabolizma surfaktantnih lipidov. Nanodelci    
-Fe2O3+SiO2 niso spremenili izražanja lipogenega transkripcijskega faktorja SREBP-1c 
(SREBF1) in sintaze maščobnih kislin (FAS; produkt gena FASN), ki je ključen encim za 
sintezo maščobnih kislin. Poleg sprememb v lipidnem metabolizmu smo v celicah A549, ki 
smo jih izpostavili nanodelcem -Fe2O3+SiO2, opazili tudi spremembo v izražanju gena 
SFTPC, ki kodira surfaktantni protein SP-C. Nanodelci -Fe2O3+SiO2 niso povzročili 
sprememb v izražanju gena PLIN2, ki kodira markerski protein lipidnih kapelj. 
  
Kononenko, V. Vpliv nanomaterialov na sprožitev fosfolipidoze in vitro na primeru izbranih celičnih linij. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko, 2017 
70 
 
 
 
Slika 24: Toplotni diagram s časovno in koncentracijsko odvisnimi spremembami 
izražanja genov v celicah A549, izpostavljenih nanodelcem -Fe2O3+SiO2. Zelena 
barva nakazuje zmanjšano izražanje, rdeča pa povečano izražanje gena. Rezultati so 
prikazani kot relativno izražanje gena, ki smo ga preračunali na podlagi dveh bioloških 
ponovitev. Podatki za toplotni diagram se nahajajo v preglednici 3. Kratice: CHKA, 
CHKB: holin kinaza ɑ in β; PC: fosfatidilholin; PCYT1A, PCYT1B: holin-fosfat 
citidililtransferaza ɑ in β; LPCAT1, LPCAT2: lizofosfatidilholin aciltransferaza 1 in 2; 
ABCA3: ATP-vezavni kasetni transporter 3; PLTP: transferni protein fosfolipidov; PPARA, 
PPARG: receptor ɑ in γ, aktiviran s proliferatorjem peroksisomov; SREBF1: gen za 
transkripcijski faktor, ki se veže na sterolni regulatorni element; FASN: sintaza maščobnih 
kislin; PLIN2: perilipin 2; SFTPC: surfaktantni protein C.  
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Preglednica 3: Spremembe izražanja genov pri celicah A549, ki so bile izpostavljene 
nanodelcem γ-Fe2O3+SiO2. 
Gen 
Koncentracija 
-Fe2O3+SiO2 Izpostavitev 6 h Izpostavitev 24 h Izpostavitev 48 h 
CHKA 5 µg/mL 290 ± 4* 77 ± 6 66 ± 15 
 20 µg/mL 307 ± 42* 83 ± 16 49 ± 8 
 50 µg/mL 357 ± 9* 107 ± 12 28 ± 2* 
CHKB 5 µg/mL 132 ± 35 103 ± 2 107 ± 12 
 20 µg/mL 132 ± 17 122 ± 9 105 ± 4 
 50 µg/mL 146 ± 27 122 ± 1 61 ± 5 
PCYT1A 5 µg/mL 132 ± 4 122 ± 12 115 ± 23 
 
20 µg/mL 136 ± 11 132 ± 20 128 ± 6 
 
50 µg/mL 158 ± 24* 139 ± 3 89 ± 26 
PCYT1B 5 µg/mL 78 ± 4 196 ± 50 81 ± 5 
 
20 µg/mL 93 ± 8 251 ± 57* 75 ± 10 
 
50 µg/mL 142 ± 38 197 ± 41 21 ± 8 
LPCAT1 5 µg/mL 121 ± 2 100 ± 11 147 ± 11* 
 20 µg/mL 153 ± 1* 128 ± 14 143 ± 5* 
 50 µg/mL 165 ± 8* 158 ± 12* 130 ± 12 
LPCAT2 5 µg/mL 91 ± 8 102 ± 6 103 ± 2 
 20 µg/mL 94 ± 4 104 ± 11 110 ± 6 
 50 µg/mL 99 ± 20 98 ± 3 63 ± 2* 
ABCA3 5 µg/mL 134 ± 8 158 ± 21* 101 ± 8 
 20 µg/mL 142 ± 3 152 ± 28 107 ± 11 
 50 µg/mL 192 ± 5* 144 ± 26 62 ± 10 
PLTP 5 µg/mL 98 ± 1 106 ± 3 89 ± 9 
 20 µg/mL 92 ± 4 117 ± 19 94 ± 16 
 50 µg/mL 152 ± 3 214 ± 56* 35 ± 2 
PPARA 5 µg/mL 91 ± 2 99 ± 2 94 ± 7 
 20 µg/mL 93 ± 2 126 ± 0 82 ± 25 
 50 µg/mL 99 ± 4 132 ± 11 37 ± 6* 
PPARG 5 µg/mL 140 ± 22 134 ± 15 90 ± 11 
 20 µg/mL 145 ± 18 135 ± 13 90 ± 10 
 50 µg/mL 147 ± 3* 143 ± 0 76 ± 11 
SREBF1 5 µg/mL 112 ± 10 102 ± 1 117 ± 7 
 20 µg/mL 112 ± 5 114 ± 8 158 ± 11* 
 50 µg/mL 114 ± 7 108 ± 3 98 ± 2 
FASN 5 µg/mL 107 ± 14 86 ± 10 113 ± 20 
 20 µg/mL 106 ± 20 121 ± 31 116 ± 10 
 50 µg/mL 116 ± 27 144 ± 12 101 ± 13 
PLIN2 5 µg/mL 116 ± 13 97 ± 10 100 ± 5 
 20 µg/mL 108 ± 3 113 ± 2 75 ± 9 
 50 µg/mL 126 ± 20 113 ± 17 54 ± 18* 
SFTPC 5 µg/mL 78 ± 11 83 ± 14 83 ± 7 
 20 µg/mL 68 ± 5 123 ± 17 61 ± 13 
 50 µg/mL 44 ± 8* 225 ± 30* 43 ± 4* 
Podatki so prikazani kot procenti izražanja neizpostavljenih kontrolnih celic. Prikazane vrednosti so 
povprečne vrednosti (± SEM) dveh eksperimentalnih ponovitev, pri katerih smo za vsak gen izvedli vsaj dve 
meritvi izražanja. Zvezdice prikazujejo statistično značilno razliko v primerjavi z neizpostavljenimi 
kontrolnimi celicami (*p < 0,05; Enosmerna analiza variance ANOVA, Bonferronijev post-test). Kratice: 
CHKA, CHKB: holin kinaza ɑ in β; PCYT1A, PCYT1B: holin-fosfat citidililtransferaza ɑ in β; LPCAT1, 
LPCAT2: lizofosfatidilholin aciltransferaza 1 in 2; ABCA3: ATP-vezavni kasetni transporter 3; PLTP: 
transferni protein fosfolipidov; PPARA, PPARG: receptor ɑ in γ, aktiviran s proliferatorjem peroksisomov; 
SREBF1: gen za transkripcijski faktor, ki se veže na sterolni regulatorni element; FASN: sintaza maščobnih 
kislin; PLIN2: perilipin 2; SFTPC: surfaktantni protein C. 
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4.3.8. Vsebnost lipidnih kapelj 
 
V celicah A549, ki smo jih izpostavili nanodelcem -Fe2O3+SiO2, nismo zaznali statistično 
značilnih sprememb v vsebnosti lipidnih kapelj (Slika 25), ki služijo kot znotrajcelična 
zaloga nevtralnih lipidov. 
 
 
 
Slika 25: Vsebnost lipidnih kapelj v celicah A549 po 48-urni izpostavitvi nanodelcem     
-Fe2O3+SiO2. Kot pozitivno kontrolo za povečanje vsebnosti lipidnih kapelj smo 
uporabili 100 µM oleinsko kislino (OK). Za vsako testno koncentracijo smo pripravili 4 
neodvisne vzorce, ki smo jih analizirali z uporabo pretočne citometrije. Pri vsakem vzorcu 
smo pomerili vsaj 20.000 dogodkov. Rezultati so prikazani kot povprečna fluorescenca 
vzorcev (+SEM) glede na neizpostavljene kontrolne celice (črtkana črta). Zvezdice na 
grafu prikazujejo statistično značilno razliko v primerjavi z neizpostavljenimi kontrolnimi 
celicami (*p < 0,05; Enosmerna analiza variance ANOVA, Bonferronijev post-test). 
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4.3.9. Maščobnokislinski profil celic A549 
 
V celicah A549 smo zaznali največ maščobnih kislin z 18 atomi ogljika (~ 45 % vseh 
maščobnih kislin), od katerih je bil največji delež enkrat nenasičenih maščobnih kislin 
(C18:1; ~ 31 % vseh maščobnih kislin). Poleg C18:1 ter C18:0 (stearinska kislina; ~ 9 % 
vseh maščobnih kislin) smo zasledili še visoko vsebnost C16:0 (palmitinska kislina;           
~ 19 % vseh maščobnih kislin), a-C16:0 (anteizo-palmitinska kislina; ~ 4 % vseh 
maščobnih kislin), enkrat nenasičene maščobne kisline C16:1 (~ 13 % vseh maščobnih 
kislin), C20:4n6 (arahidonska kislina; ~ 2 % vseh maščobnih kislin), C14:0 (miristinska 
kislina; ~ 2 % vseh maščobnih kislin) ter neidentificirano maščobno kislino z ECL 
faktorjem 20,686 (~ 4 % vseh maščobnih kislin). Na slikah 26 in 27 so prikazane vsebnosti 
najbolj zastopanih maščobnih kislin v celicah A549 po 48-urni izpostavitvi nanodelcem      
-Fe2O3 in -Fe2O3+SiO2. Za izvedbo statistične analize bi bilo potrebno izvesti meritve pri 
več bioloških ponovitvah. Kljub temu večjih sprememb v zastopanosti posamezne 
maščobne kisline (> 2,5 %) po različnih izpostavitvah celic A549 nismo zaznali (Sliki 26 
in 27).  
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Slika 26: Vsebnost maščobnih kislin s 14 in 16 ogljikovimi atomi v celicah A549. 
Relativna vsebnost različnih maščobnih kislin v celicah A549 po 48-urni izpostavitvi 
nanodelcem -Fe2O3 in -Fe2O3+SiO2. Na sliki A so prikazane vsebnosti miristinske kisline 
(C14:0). Na sliki B so prikazane vsebnosti anteizo-palmitinske kisline (a-C16:0). Na sliki 
C so prikazane vsebnosti palmitinske kisline (C16:0). Na sliki D so prikazane vsebnosti 
enkrat nenasičenih maščobnih kislin s 16 ogljikovimi atomi (sum C16:1). Prikazani 
rezultati so zgolj informativne narave, saj bi bilo za statistično analizo potrebno izvesti 
meritve pri več bioloških ponovitvah. 
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Slika 27: Vsebnost maščobnih kislin z nad 18 ogljikovimi atomi v celicah A549. 
Relativna vsebnost različnih maščobnih kislin v celicah A549 po 48-urni izpostavitvi 
nanodelcem -Fe2O3 in -Fe2O3+SiO2. Na sliki A so prikazane vsebnosti stearinske kisline 
(C18:0). Na sliki B so prikazane vsebnosti enkrat nenasičenih maščobnih kislin z 18 
ogljikovimi atomi (sum C18:1). Na sliki C so prikazane vsebnosti arahidonske kisline 
(C20:4n6). Na sliki D so prikazane vsebnosti neidentificirane maščobne kisline s faktorjem 
ECL 20,686. Prikazani rezultati so zgolj informativne narave, saj bi bilo za statistično 
analizo potrebno izvesti meritve pri več bioloških ponovitvah. 
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4.3.10.  Površinska napetost kapljevine nad celicami 
 
Rezultati merjenja površinske napetoski tanke plasti kapljevine nad celicami (hipofaze), ki 
smo jih za eno uro izpostavili zraku, niso pokazali razlik med kontrolnimi celicami in 
celicami, ki smo jih predhodno za 48 h izpostavili nanodelcem -Fe2O3, -Fe2O3+SiO2 ali 
propranololu (Slika 28). Ta rezultat je bil pričakovan, saj enourna izpostavljenost celic 
zraku, za razliko od 24-urne izpostavljenosti, ne zadošča za izgradnjo filma surfaktanta, ki 
zmanjša površinsko napetost hipofaze (Blank in sod., 2006). Pri vseh vzorcih je površinska 
napetost kapljevine nad celicami pred izgradnjo filma surfaktanta znašala okoli 38 mN/m. 
Površinska napetost kapljevine nad celicami se je po 24-urni izpostavitvi zraku zmanjšala 
pri vseh vzorcih, pri čemer smo opazili statistično značilno manjše zmanjšanje površinske 
napetosti pri tistih vzorcih, kjer so bile celice predhodno izpostavljene nanodelcem           
-Fe2O3+SiO2 (5, 20 in 50 µg/mL; Slika 28), kar nakazuje moteno izgradnjo filma 
surfaktanta.  
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Slika 28: Površinska napetost kapljevine nad celicami A549. Celice A549 smo za 48 h 
izpostavili nanodelcem -Fe2O3, -Fe2O3+SiO2 ali propranololu. Površinsko napetost 
kapljevine nad celicami (hipofaze) smo izmerili po enourni izpostavljenosti zraku (pred 
izgradnjo filma surfaktanta) in po 24-urni izpostavljenosti zraku (ko film surfaktanta pri 
netretiranih kontrolnih celicah zmanjša površinsko napetost hipofaze). Za razliko od 
površinske napetosti po enourni izpostavitvi zraku, ki je bila enaka pri vseh vzorcih celic, 
pa so rezultati po 24-urni izpostavitvi zraku pokazali, da je predtretiranje celic z nanodelci 
-Fe2O3+SiO2 povzročilo manjše znižanje površinske napetosti kapljevine nad celicami. 
Rezultati so prikazani kot povprečna površinska napetost (±SD) vsaj 4 neodvisnih 
ponovitev. Zvezdice na grafu prikazujejo statistično značilno razliko v primerjavi z 
neizpostavljenimi kontrolnimi celicami (*p < 0,05; enosmerna analiza variance ANOVA, 
Bonferronijev post-test).  
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5. RAZPRAVA IN SKLEPI 
 
5.1. RAZPRAVA 
 
V doktorskem delu nas je zanimal vpliv izbranih nanomaterialov na pasje ledvične celice 
MDCK ter na človeške pljučne celice A549. Glavni namen doktorskega dela je bil 
preveriti, ali lahko nanomateriali v teh celicah sprožijo nastanek fosfolipidoze kot enega 
zgodnjih znakov škodljivega vpliva nanomaterialov. Predvidevali smo, da nanomateriali v 
celicah sprožijo kopičenje fosfolipidov v lamelarnih telesih še pred nastopom drugih 
znakov strupenosti. Ob dokazanem sproženju fosfolipidoze v celicah bi lahko v prihodnje 
ta pojav uporabljali kot indikator zgodnjih neželenih učinkov nanomaterialov.  
 
Raziskovalno delo smo začeli na celicah MDCK z nanodelci ZnO, za katere je znano, da 
lahko povzročijo kvarne učinke na celicah (Vandebriel in De Jong, 2012). Ker smo želeli 
testirati vpliv velikosti in raztapljanja delcev ZnO, smo celice MDCK izpostavili različno 
velikim delcem ZnO (ZnO nano in ZnO mikro) ter cinkovi soli ZnCl2. Po izpostavitvi smo 
preverili njihov vpliv na citotoksičnost in genotoksičnost. Kljub škodljivim učinkom 
delcev ZnO pa na celicah MDCK, ki smo jih izpostavili delcem ZnO, nismo zaznali 
povečane vsebnosti s fosfolipidi bogatih organelov in nastanka fosfolipidoze (Slika 11). 
Povečane vsebnosti s fosfolipidi bogatih organelov na celicah MDCK nismo zaznali niti z 
ostalimi izbranimi nanomateriali (Slika 12). 
 
Raziskovalno delo smo nadaljevali na celicah A549, ki imajo lastnosti alveolarnih celic 
tipa II, za katere je znano, da kot odgovor na škodljive snovi pogosto povečajo produkcijo 
fosfolipidov (Miller in Hook, 1990). Od vseh izbranih nanomaterialov so nanodelci          
-Fe2O3+SiO2 pri celicah A549 povzročili največje povečanje fluorescence barvila 
LipidTOX phospholipidosis (Slika 14), zato smo jih uporabili pri nadaljnjih raziskavah, 
kjer smo želeli proučiti vpliv -Fe2O3+SiO2 na citotoksičnost, na lipidni metabolizem ter na 
znotrajcelično vsebnost organelov, ki sodelujejo v biogenezi lamelarnih teles. 
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5.1.1. Vpliv izbranih nanomaterialov na celice MDCK 
 
Da bi preverili vpliv velikosti in raztapljanja delcev ZnO, smo celice MDCK izpostavili 
različno velikim delcem ZnO (ZnO nano in ZnO mikro) ter cinkovi soli ZnCl2. Po 24-urni 
izpostavitvi smo izmerili vpliv na citotoksičnost, genotoksičnost ter vpliv na aktivnost s 
stresom povezanih encimov GST in CAT. V gojišču za celice smo testirali nastajanje ROS, 
ki nastanejo zaradi dodatka ZnO nano, ZnO mikro ter cinkove soli ZnCl2. V gojišču za 
celice smo izmerili koncentracijo cinkovih ionov, ki se sprostijo iz nanodelcev ZnO. Na 
celicah MDCK smo s pomočjo barvila LipidTOX™ phospholipidosis testirali tudi 
potencial izbranih nanomaterialov za sprožitev fosfolipidoze. 
 
5.1.1.1. Kvarno delovanje delcev ZnO 
 
Nanodelci ZnO so eni izmed najbolj citotoksičnih nanodelcev (Hu in sod., 2009; Pujalté in 
sod., 2015). Rezultati testa MTT in testa NR (Slika 5A in 5B) so pokazali podobno, od 
koncentracije odvisno citotoksičnost ZnO nano, ZnO mikro in ZnCl2, ki se je začela pri 
koncentraciji 15 µg/mL oz. ekvimolarni koncentraciji ZnCl2 (25,1 µg/mL). Rezultati testa 
TM (Slika 5C), s katerim vrednotimo poškodovanost plazmaleme, pa so pokazali 
citotoksičnost vseh cinkovih spojin šele pri koncentraciji 30 µg/mL (oz. pri 50,2 µg/mL 
ZnCl2). Naši rezultati na celicah MDCK tako kažejo na večjo občutljivost testov MTT in 
NR, ki merita vpliv na proliferacijo in na delovanje mitohondrijev (test MTT) oz. na 
stabilnost lizosomov (test NR). Podobne rezultate so dobili raziskovalci v predhodnih 
študijah (Gerloff in sod., 2009; Yang in sod., 2009), ki so zaznali večji vpliv nanodelcev 
ZnO na delovanje mitohondrijev (s testom WST, ki ima podoben princip delovanja kot test 
MTT) kot pa na poškodbe plazmaleme (s testom sproščanja encima laktat dehidrogenaze). 
Za razliko od naših rezultatov, ki kažejo podobno koncentracijsko odvisno citotoksičnost 
ZnO nano, ZnO mikro in ZnCl2, pa nekateri avtorji poročajo o večji citotoksičnosti 
nanodelcev ZnO v primerjavi z mikrodelci ZnO (Nair in sod., 2009; Moos in sod., 2010) in 
v primerjavi s cinkovo soljo (Xia in sod., 2008). Predvidevamo, da bi tudi mi zaznali 
razlike med posameznimi cinkovimi oblikami, če bi testirali citotoksičnost pri več 
koncentracijskih točkah znotraj istega koncentracijskega razpona. 
 
Naši rezultati kometnega in mikronukleusnega testa na ledvičnih celicah MDCK so 
pokazali genotoksičen potencial nanodelcev ZnO pri koncentracijah 5 in 10 µg/mL, 
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medtem ko mikrodelci ZnO ter sol ZnCl2 pri ekvimolarnih koncentracijah niso povzročili 
poškodb DNA in kromosomov (Sliki 7 in 8). Naši rezultati potrjujejo rezultate Demirja in 
sodelavcev (2014), ki so pokazali dovzetnost ledvičnih celic (HEK293) za poškodbe DNA, 
povzročene z nanodelci ZnO. Za razliko od nas pa so ti raziskovalci zaznali genotoksičnost 
pri nekajkrat višji koncentraciji nanodelcev ZnO (100 in 1000 µg/mL). Gerloff in sodelavci 
(2009) so na človeških epitelnih celicah črevesja (Caco-2) pokazali, da imajo nanodelci 
ZnO večji genotoksični učinek kot drugi nanodelci, ki so jih uporabili v študiji (TiO2, SiO2, 
MgO, črni ogljik). Rezultati Hackenberga in sodelavcev (2011) so pokazali, da se z 
manjšanjem velikosti delcev ZnO veča njihov genotoksični potencial, kar se sklada z 
našimi rezultati. Gerloff in sodelavci (2009) ter Lin in sodelavci (2009) pa za razliko od 
nas in Hackenberga in sodelavcev (2011) niso zaznali razlik v genotoksičnosti različno 
velikih cinkovih delcev. Naši rezultati na celicah MDCK, ki so bile izpostavljene 
nanodelcem ZnO nano, kažejo manjše, a statistično značilno povečanje poškodb DNA 
(Slika 7) in kromosomov (Slika 8). Pomembnost naših rezultatov je še toliko večja, saj smo 
zaznali genotoksičnost že pri koncentracijah, ki ne vplivajo na preživetje in proliferacijo 
celic. Kadar pride do večjih poškodb DNA, se lahko sprožijo mehanizmi celične smrti, ki 
preprečijo nastanek in širjenje genskih mutacij (Surova in Zhivotovsky, 2013; Greim in 
Albertini, 2015). Ko pa pride do manjših poškodb DNA, se v celicah aktivirajo 
popravljalni mehanizmi DNA (Greim in Albertini, 2015), ki so zadolženi za popravilo 
poškodb. Učinkovitost popravljalnih mehanizmov pa ni popolna, zato vsaka poškodba 
DNA kljub aktivaciji popravljalnih mehanizmov poveča verjetnost nastanka mutacij in 
razvoja raka (Sirbu in Cortez, 2013). 
 
Pri naših poskusih smo testirali genotoksičnost vseh cinkovih oblik (ZnO nano, ZnO 
mikro, ZnCl2) le pri koncentracijah, ki niso imele vpliva na viabilnost celic, s čimer smo se 
želeli izogniti lažnim pozitivnim rezultatom, do katerih lahko pride zaradi odmiranja celic. 
Za razliko od naše raziskave so raziskovalci v številnih študijah proučevali genotoksičnost 
nanodelcev ZnO pri relativno visokih koncentracijah, ki so izzvale tudi citotoksičnost 
(Karlsson in sod., 2008; Gerloff in sod., 2009; Lin in sod., 2009; Sharma in sod., 2009; 
Yang in sod., 2009; Sharma in sod., 2011; Sharma in sod., 2012; Valdiglesias in sod., 
2013; Demir in sod., 2014; Sarkar in sod., 2014), kar lahko vodi do poškodb DNA, ki 
nastanejo ob odmiranju celic in ne zaradi genotoksičnega delovanja nanodelcev.  
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Biološki učinki nanodelcev ZnO še vedno niso popolnoma proučeni, a kljub temu se kot 
poglavitni vzrok njihovih škodljivih vplivov pogosto omenja sprožitev oksidativnega stresa 
(Yang in sod., 2009; Lin in sod., 2009). Pri oksidativnem stresu pride do povečane 
znotrajcelične produkcije ROS, kar lahko vodi do oksidativnih poškodb proteinov, lipidov 
in DNA (Yang in sod., 2009; Pfaller in sod., 2010). Do povečanega nastajanja ROS lahko 
pride zaradi interakcij nanomaterialov s celičnimi procesi, ROS pa lahko nastajajo tudi na 
površini nanomaterialov (Manke in sod., 2013). Predhodne študije so pokazale, da lahko 
tako nanodelci ZnO kakor tudi mikrodelci ZnO in cinkove soli povzročijo povečano 
znotrajcelično produkcijo ROS (Yang in sod., 2009; Akhtar in sod., 2012; Kang in sod., 
2013; Tripathy in sod., 2014; Pujalté in sod., 2015). V naši študiji pa smo želeli preveriti, 
ali lahko nanodelci ZnO povzročijo povečano nastajanje ROS tudi v okolju brez celic. 
Kljub temu, da različni nanomateriali lahko povzročijo povečano nastajanje ROS tudi v 
odsotnosti živih celic (Stone in sod., 1998; Wilson in sod., 2002), pa so naši rezultati 
pokazali, da ZnO nano kakor tudi ZnO mikro in ZnCl2 v gojišču za celice brez prisotnosti 
celic ne povzročijo povečanega nastajanja ROS (Slika 10). Negativne rezultate lahko 
pojasnimo z dejstvom, da smo poskuse izvajali v temi in se tako izognili fototoksičnemu 
učinku ZnO, ki je pogosto pozabljen dejavnik pri interpretaciji rezultatov. Negativni 
rezultati merjenja ROS v gojišču brez celic pa ne pomenijo, da ne pride do povečane 
produkcije ROS pri kontaktu nanodelcev s celicami.  
 
Povečano nastajanje ROS v celicah aktivira obrambne mehanizme, ki preprečijo ali vsaj 
zmanjšajo oksidativne poškodbe celic. Pujalté in sodelavci (2015) so npr. v človeških 
ledvičnih celicah (HK-2), ki so jih izpostavili nanodelcem ZnO, izmerili povečano 
izražanje mRNA za obrambna encima CAT in GST. Ko pa nastajanje ROS preseže 
antioksidativno obrambo celice, pa lahko kljub aktiviranim celičnim obrambnim 
mehanizmom pride do poškodb bioloških molekul, kar lahko vodi v motnje v delovanju 
celic in do celične smrti. V naši raziskavi smo antioksidatinvno obrambno sposobnost celic 
preverili preko merjenja aktivnosti CAT, ki s pretvorbo H2O2 do vode in O2 zmanjša 
nevarnost za poškodbe celic in DNA (Chelikani in sod., 2004). Naši rezultati so pokazali, 
da imajo celice MDCK, ki smo jih za 24 h izpostavili necitotoksičnim koncentracijam 
nanodelcev ZnO nano (5 in 10 µg/mL), zmanjšano aktivnost CAT. Celice MDCK, ki smo 
jih izpostavili necitotoksičnim koncentracijam mikrodelcev ZnO mikro, pa niso imele 
zmanjšane aktivnosti CAT (Slika 9B). Zmanjšana aktivnost CAT je bila zaznana tudi pri 
človeških celicah karcinoma jeter (HepG2), ki so bile izpostavljene 10 µg/mL nanodelcev 
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ZnO (Akhtar in sod., 2012) ter pri človeških celicah kožnega melanoma (A375), ki so bile 
izpostavljene 5 µg/mL nanodelcev ZnO (Alarifi in sod., 2013). Raziskovalci so v pogojih 
in vivo pokazali, da oslabljena aktivnost CAT sovpada s povečano vsebnostjo 
poškodovanih baz DNA (Olinski in sod., 1995). Tudi naši rezultati na celicah MDCK, ki 
smo jih izpostavili nanodelcem ZnO nano, kažejo na koncentracijsko odvisno zmanjšanje 
aktivnosti CAT, ki sovpada z nastankom poškodb DNA (Slike 7, 8 in 9B).  
 
Nanomateriali lahko povzročijo oslabljeno obrambo celic pred različnimi kemikalijami 
(Fröhlich in sod., 2010; Ferreira in sod., 2014; Canesi in sod., 2015). Pri našem delu smo 
preverili, če nanodelci ZnO v celicah MDCK vplivajo na aktivnost detoksifikacijskega 
encima GST. Rezultati so pokazali, da se je v celicah, ki smo jih izpostavili 10 µg/mL ZnO 
nano, aktivnost GST statistično značilno zmanjšala, medtem ko se aktivnost GST v 
celicah, izpostavljenih ZnO mikro in ZnCl2, ni spremenila (Slika 9A). Oslabljena aktivnost 
GST poveča dovzetnost za razvoj rakavih obolenj (Lafuente in sod., 1993; van Poppel in 
sod., 1992), kar v kombinaciji z genotoksičnim vplivom nanodelcev ZnO, ki smo ga 
izmerili, predstavlja še dodatno grožnjo, saj poškodbe genetskega materiala predstavljajo 
pomemben dejavnik pri mutagenezi in karcinogenezi. 
 
Zmanjšana aktivnost CAT in GST (Slika 9) je lahko posledica oksidativnih poškodb 
encimov zaradi oksidativnega stresa (Floyd in Carney, 1992). Povečana vsebnost ROS v 
celicah pa lahko povzroči citotoksičnost. Ker pa smo pri ZnO nano ter ZnO mikro zaznali 
podobno koncentracijsko odvisno citotoksičnost (Slika 5), zmanjšano aktivnost CAT in 
GST pa le pri ZnO nano (in to pri necitotoksičnih koncentracijah; Slika 9), lahko 
predlagamo še dodatno razlago, ki bi lahko pojasnila naše rezultate o zmanjšani aktivnosti 
encimov. Nanodelci lahko zaradi svoje majhne velikosti interagirajo z encimi ter se nanje 
tudi vežejo, kar lahko zmanjša aktivnost encimov (Shemetov in sod., 2012). Zhang in 
sodelavci (2014) so pokazali, da se nanodelci TiO2 preko elektrostatskih sil in vodikovih 
vezi vežejo na CAT in s tem povzročijo konformacijske spremembe, ki zmanjšajo 
aktivnost encima. V naši raziskavi te možnosti nismo proučevali, saj to presega namen 
našega dela. Tako ostajajo nekatera vprašanja še vedno odprta, kot na primer: ali je 
izmerjena zmanjšana aktivnost CAT in GST realno stanje v živih celicah ali pa do 
zmanjšane aktivnosti pride ob homogenizaciji celic, ko pridejo endocitirani nanodelci in 
nanodelci, pritrjeni na plazmalemo, v kontakt s citoplazemskimi encimi. 
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Škodljivi učinki nanodelcev ZnO se pogosto pripisujejo njihovi visoki topnosti v vodnem 
okolju (Vandebriel in De Jong, 2012). Poskus z uporabo etilendiamin tetraocetne kisline 
(EDTA), ki deluje kot kelator kovinskih ionov, je pokazal, da ima sproščanje cinkovih 
ionov pomembno vlogo pri citotoksičnosti nanodelcev ZnO (Pujalté in sod., 2015). 
Nekateri avtorji celo navajajo, da je raztapljanje nanodelcev ZnO tako hitro, da so njihovi 
biološki vplivi posledica celičnega privzema prostih cinkovih ionov in ne privzema 
nanodelcev ZnO (Heim in sod., 2015; Pandurangan in Kim, 2015). Naši rezultati pa 
kažejo, da kvarnih vplivov ne moramo pojasniti zgolj z raztapljanjem ZnO v gojišču za 
celice, saj smo pri naših poskusih z nanodelci ZnO zaznali večji učinek nanodelcev v 
primerjavi z ekvimolarno koncentracijo ZnCl2 (Slike 7, 8 in 9). Obenem naši rezultati 
analize raztapljanja nanodelcev ZnO kažejo, da je po 24-urni inkubaciji v gojišču za celice 
še vedno znatna količina cinka v ne-ionski obliki (~ 50 %; Preglednica 2). V naši raziskavi 
smo uporabili večje nanodelce ZnO (72 nm), kot so jih uporabili Heim in sodelavci (2015; 
15-18 nm), ki so strupenost nanodelcev ZnO pripisali njihovemu raztapljanju v gojišču za 
celice. Znano je, da se manjši nanodelci raztapljajo hitreje kot večji (Yang in Xie, 2006). 
Zato je možno, da so se v raziskavi Heimove in sodelavcev. (2015) nanodelci ZnO 
raztopili tako hitro, da so avtorji kvarni učinek pripisali cinkovim ionom v gojišču za 
celice. Da koncentracija sproščenih cinkovih ionov v gojišču za celice ni zadostna, da bi 
razložila strupenost nanodelcev ZnO, so poročali tudi Sharma in sodelavci (2012). 
 
Na podlagi zgoraj omenjenih rezultatov lahko tako potrdimo našo prvo hipotezo, ki pravi, 
da je biološki vpliv nanomaterialov odvisen od njihove velikosti ter da ni odvisen le od 
ionov, ki se iz nanomateriala sprostijo v gojišče za celice. Med potekom naših poskusov 
nanodelci ZnO niso bili popolnoma raztopljeni v gojišču za celice (Preglednica 2), kar pa 
ne pomeni, da učinka ZnO nano ne moremo razložiti z raztapljanjem nanodelcev. 
Nanodelci ZnO se lahko endocitirajo, čemur sledi pospešeno raztapljanje ZnO v kislem 
okolju endosomalnega/lizosomalnega sistema, kar privede do lokalno močno povečane 
koncentracije sproščenih ionov in škodljivih posledic (Xia in sod., 2008; Moos in sod., 
2010; Cho in sod., 2011; Canton in Battaglia, 2012). Hipoteza o znotrajceličnem 
raztapljanju nanodelcev ZnO je podprta z rezultati Hackenberga in sodelavcev (2011b), ki 
so pokazali, da so se poškodbe DNA v človeških celicah nosne sluznice še nadalje 
povečevale tudi v času po izpostavitvi, ko so celice inkubirali v gojišču brez delcev. Znano 
je tudi, da endocitirani nanodelci ZnO destabilizirajo membrano lizosomov (Cho in sod., 
2011), kar bi lahko pripeljalo do sprostitve endocitiranih nanodelcev v citosol in do njihove 
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vezave s celičnimi proteini in ostalimi biomolekulami ter s tem do vpliva na celične 
procese in do indirektne genotoksičnosti (Poglavje 2.4.2.). Večjo genotoksičnost ZnO nano 
v primerjavi z večjimi delci ZnO mikro lahko razložimo z endocitozo, ki je odvisna od 
velikosti delcev (Zhang in sod., 2009; Oh in Park, 2014; Zhang in sod., 2015). Najhitreje 
se endocitirajo delci, veliki med 20 in 50 nm (Iversen in sod., 2011).  
 
5.1.1.2. Potencial izbranih nanomaterialov za sprožitev fosfolipidoze ledvic 
 
Naši drugi dve hipotezi, ki pravita, da nanomateriali lahko v celicah sprožijo nastanek 
fosfolipidoze ter da je odziv celic na izpostavljenost nanomaterialov odvisen od 
koncentracije nanomaterialov in se spreminja skozi čas, pri čemer se znaki fosfolipidoze 
začno kazati pred znaki strupenosti, smo najprej testirali na ledvičnih celicah MDCK. 
Delci ZnO nano so bili citotoksični pri koncentracijah ≥ 15 µg/mL ter genotoksični pri 
koncentracijah ≥ 5 µg/mL, kljub temu pa pri necitotoksičnih koncentracijah ZnO nano v 
celicah MDCK nismo zaznali povečane vsebnosti s fosfolipidi bogatih organelov (Slika 
11), kar kaže na to, da necitotoksične koncentracije ZnO nano nimajo potenciala za 
sprožitev fosfolipidoze. Potenciala za sprožitev fosfolipidoze v celicah MDCK nismo 
zaznali tudi pri vseh ostalih nanomaterialih (Slika 12).  
 
5.1.2. Vpliv izbranih nanomaterialov na celice A549 
 
Naši drugi dve hipotezi, ki predvidevata, da nanomateriali lahko v celicah sprožijo 
nastanek fosfolipidoze in da se znaki fosfolipidoze začno kazati pred znaki strupenosti, 
smo testirali tudi na pljučnih celicah A549, ki imajo lastnosti alveolarnih celic tipa II. Za 
alveolarne celice tipa II je značilno, da lahko zaradi vpliva škodljivih snovi povečajo 
produkcijo surfaktantnih fosfolipidov (Porter in sod., 2001). Najprej smo testirali 
citotoksičnost izbranih nanomaterialov ter njihov potencial za sprožitev fosfolipidoze v 
celicah A549, nato pa smo še podrobneje proučili vpliv nanodelcev -Fe2O3+SiO2 na 
lipidni metabolizem in na znotrajcelično vsebnost organelov, ki sodelujejo v biogenezi 
lamelarnih teles. 
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5.1.2.1. Citotoksičnost izbranih nanomaterialov 
 
Naši rezultati so pokazali, da so nanomateriali, za katere je znano, da se v vodnem okolju 
hitro raztapljajo (cinkovi, bakrovi in železovi delci; Misra in sod., 2012), najbolj 
citotoksični za celice A549 (Slika 13), kar ni presenečenje, saj se ob raztapljanju sproščajo 
ioni, ki lahko privedejo do neravnovesja v homeostazi ionov in do oksidativnega stresa 
(Stohs in Bagchi, 1995; Baber in sod., 2011).  
 
5.1.2.2. Potencial izbranih nanomaterialov za sprožitev fosfolipidoze pljuč 
 
Ob inhalaciji prašnih delcev pogosto pride do fosfolipidoze pljuč (Porter in sod., 2001; Ma 
in sod., 2011; Ma in sod., 2012), ki se pojavi pred ali sočasno s histopatološkimi 
spremembami pljuč (Müller in sod., 1998; Anderson in Borlak, 2006). Naši rezultati 
barvanja celic A549 z barvilom LipidTOX so pokazali, da imajo nanodelci -Fe2O3+SiO2, 
-Fe2O3+SiO2-NH2 in -Fe2O3+SiO2-COOH potencial za sprožitev fosfolipidoze pljuč, saj 
so v celicah A549 sprožili povečano vsebnost s fosfolipidi bogatih organelov (Slike 14, 15 
in 16). Nanodelci -Fe2O3+SiO2, ki so pokazali največji in koncentracijsko odvisni 
potencial za sprožitev fosfolipidoze pri celicah A549, so bili veliki okoli 20 nm, medtem 
ko so bili nanodelci -Fe2O3+SiO2-NH2 in -Fe2O3+SiO2-COOH veliki okoli 30 nm 
(Preglednica 1). Zanimivo je, da nanodelci SiO2, SiO2-NH2 in SiO2-COOH niso povzročili 
tovrstnih sprememb, čeprav sta njihova velikost in kemizem površine primerljiva z           
-Fe2O3+SiO2, -Fe2O3+SiO2-NH2 in -Fe2O3+SiO2-COOH. Razlog, da nekateri 
nanomateriali sprožijo povečano vsebnost s fosfolipidi bogatih organelov v celicah A549, 
drugi nanomateriali pa ne, ostaja neraziskan.  
 
5.1.2.2.1. Vpliv nanodelcev -Fe2O3 in -Fe2O3+SiO2  
 
Rezultati meritev citotoksičnosti -Fe2O3 in -Fe2O3+SiO2 so pokazali, da se citotoksičnost 
-Fe2O3 nanodelcev zmanjša, če so prevlečeni s SiO2 (Slika 17). Baber in sodelavci (2011) 
so manjšo citotoksičnost železo-oksidnih nanodelcev, prevlečenih s SiO2, razložili z 
manjšim sproščanjem železovih ionov. Brunner in sodelavci (2006) so primerjali 
citotoksičnost različno topnih delcev ter ugotovili, da ima raztapljanje delcev pomembno 
vlogo pri sprožitvi citotoksičnosti. V nasprotju z rezultati citotoksičnosti pa so naši 
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rezultati merjenja vsebnosti kislih organelov, pokazali, da se količina kislih organelov v 
celicah A549, ki so bile 48 h izpostavljene -Fe2O3+SiO2, statistično značilno poveča, 
medtem ko se njihova količina v celicah, ki so bile 48 h izpostavljene -Fe2O3, ni 
statistično značilno povečala (Sliki 18 in 19). Vzrok za različen učinek neprevlečenih in s 
SiO2 prevlečenih nanodelcev -Fe2O3 ostaja neznan, domnevamo pa, da bi glavni razlog 
lahko bil ravno v različni topnosti delcev. Nanodelci -Fe2O3, ki niso zaščiteni s SiO2 
prevleko, se endocitirajo in razgradijo v lizosomih, kar vodi v sprostitev škodljive količine 
železovih ionov, medtem ko se s SiO2 prevlečeni nanodelci ne razgradijo, ampak se 
kopičijo v kislih organelih, kar se zgodi, ko celice endocitirajo težko razgradljive snovi 
(Pentchev in sod., 1980). Kisli organeli (pozni endosomi in lizosomi) so tudi glavna tarča 
tistih snovi, ki sprožijo nastanek fosfolipidoze (Anderson in Borlak, 2006). Poleg manjše 
topnosti nanodelcev -Fe2O3+SiO2 v primerjavi z nanodelci -Fe2O3 je možen dejavnik, ki 
pripelje do manjše citotoksičnosti nanodelcev -Fe2O3+SiO2, tudi to, da so ti nanodelci v 
celicah povzročili povečano vsebnost PC (Slika 20) in s fosfolipidi bogatih organelov 
(Slike 14, 15 in 16). Povečana količina fosfolipidov v celicah lahko ublaži kvarno 
delovanje delcev (Shayman in Abe, 2013), saj so delci, ki se obdajo s fosfolipidi, manj 
škodljivi za celice (Desai in sod., 1975; Ratoi in sod., 2014). Moret in sodelavci (2015) so 
predlagali, da je najpomembnejši vzrok za citotoksičnost nanodelcev pri celicah A549, 
kopičenje nanodelcev v lamelarnih telesih. Ker pa so naši rezultati in rezultati Esquivel-
Gaonove in sodelavcev (2015) pokazali prisotnost nanodelcev v lamelarnih telesih tudi ob 
odsotnosti znakov citotoksičnosti, lahko zaključimo, da kopičenje nanodelcev v lamelarnih 
telesih per se ni odgovorno za citotoksičnost. Pri celicah A549, ki smo jih za 48 h 
izpostavili nanodelcem -Fe2O3+SiO2, nismo zaznali citotoksičnosti (Slika 17), smo pa 
zaznali metabolne in ultrastrukturne spremembe (Slike 21-24), ki lahko ogrozijo glavno 
funkcijo alveolarnih celic tipa II, tj. sintezo oz. recikliranje pljučnega surfaktanta.  
 
Več avtorjev je že poročalo, da lahko nanomateriali v celicah A549 sprožijo spremembe v 
vsebnosti lamelarnih teles. Simon-Deckers in sodelavci (2008) so opazili, da celice A549 
privzamejo (endocitirajo) različne nanomateriale (TiO2, Al2O3, ogljikove nanocevke), pri 
čemer so le ogljikove nanocevke sprožile povečano vsebnost lamelarnih teles. Podobno so 
Davoren in sodelavci (2007) v celicah A549, ki so jih izpostavili ogljikovim nanocevkam, 
opazili povečano vsebnost lamelarnih teles. Poleg povečane vsebnosti lamelarnih teles so 
opazili tudi povečano vsebnost lipidnih kapelj in zmanjšanje mikrovilov. O povečani 
Kononenko, V. Vpliv nanomaterialov na sprožitev fosfolipidoze in vitro na primeru izbranih celičnih linij. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko, 2017 
87 
 
vsebnosti lamelarnih teles so poročali tudi Esposito in sodelavci (2012), ki so celice A549 
izpostavili sub-mikronskim prašnim delcem PM1.0. Naš pregled celic A549 s presevnim 
elektronskim mikroskopom je pokazal, da se nanodelci -Fe2O3+SiO2 v izpostavljenih 
celicah kopičijo zlasti v multivezikularnh telesih, lamelarnih telesih ter avtofagnih 
vakuolah (Slika 21). Podobno sta poročala tudi Wang in Petersen (2013), ki sta zasledila 
nanodelce zlata v celicah A549 v multivezukularnih in lamelarnih telesih. Za razliko od 
rezultatov Wanga in Petersena (2013), ki sta poročala tudi o povečani vsebnosti lamelarnih 
teles, pa smo mi ob povečani vsebnosti multivezikularnih teles (Slika 21A) zaznali 
zmanjšano vsebnost lamelarnih teles (Slika 21B). O zmanjšani vsebnosti lamelarnih teles v 
celicah A549 so poročali tudi Moret in sodelavci (2015), ki so celice izpostavili 
pegiliranim, organsko spremenjenim nanodelcem SiO2 (PEG-ORMOSIL), ter Stearns in 
sodelavci (2001), ki so celicam dodali inhibitor polimerizacije aktina (citokalazin D). Te 
študije, vključno z našo, kažejo na to, da endosomalno-lizosomalni sistem predstavlja 
najpogostejše mesto internalizacije nanodelcev v celicah (Stern in sod., 2012). 
Internalizirani nanodelci v alveolarnih celicah tipa II predstavljajo grožnjo za vzdrževanje 
homeostaze pljučnega surfaktanta, saj je endosomalno-lizosomalni sistem ključen za 
sintezo, recikliranje in shranjevanje pljučnega surfaktanta. Porušena homeostaza pljučnega 
surfaktanta pa lahko pripelje do resnih pljučnih obolenj (Whitsett in sod., 2015b). 
 
Naši rezultati so pokazali, da imajo celice A549, ki smo jih izpostavili nanodelcem           
-Fe2O3+SiO2, močno povečano vsebnost avtofagnih vakuol (Slika 21C). Internalizirani 
nanodelci -Fe2O3+SiO2 verjetno ovirajo normalen znotrajcelični transport surfaktanta, kar 
pripelje do motene tvorbe lamelarnih membran in posledično do nastanka poškodovanih 
lamelarnih teles, ki so podvržena avtofagni razgradnji. Nowak in sodelavci (2014) so 
pokazali, da celice A549, ki so jih izpostavili nanodecem SiO2, s pomočjo avtofagije 
odstranijo oksidativno poškodovane proteine in organele, kar prepreči apoptozo. 
 
Poleg ultrastrukturnih sprememb so nanodelci -Fe2O3+SiO2 v celicah A549 povzročili 
tudi spremembe v izražanju genov, ki so povezani z lipidnim metabolizmom in 
metabolizmom pljučnega surfaktanta (Slika 24; Preglednica 3). V celicah A549, ki smo jih 
izpostavili nanodelcem -Fe2O3+SiO2, smo zaznali prehodno povečanje izražanja genov za 
encime, ki sodelujejo pri remodeliraju PC (Landova pot) ter pri sintezi PC de novo 
(Kennedy-jeva pot). Ti rezultati nakazujejo povečano sintezo PC, kar se sklada s povečano 
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vsebnostjo PC, ki smo jo izmerili v celicah (Slika 20). Poleg tega smo izmerili 
spremenjeno izražanje genov za proteine, ki sodelujejo pri celičnem transportu PC do 
lamelarnih teles (PLTP in ABCA3). Kljub povečani sintezi PC pa nismo zaznali statistično 
značilnih sprememb v izražanju regulatorja sinteze maščobnih kislin (SREBF1) kakor tudi 
ne sprememb v izražanju sintaze maščobnih kislin (FASN) ter sprememb v vsebnosti 
lipidnih kapelj (Slika 25). Ti rezultati nakazujejo, da tako sinteza maščobnih kislin de novo 
kakor tudi lipoliza triacilglicerolov, ki se skladiščijo v lipidnih kapljah, nista ključna 
procesa za sintezo PC. Celice, ki so povečale sintezo PC, so torej morale pridobiti 
maščobne kisline za sintezo PC po drugih poteh, domnevno s povečanim privzemom 
zunanjih maščobnih kislin, z remodelacijo membran ali z avtofagijo. V celicah A549, ki 
smo jih izpostavili nanodelcem -Fe2O3+SiO2, v primerjavi s kontrolnimi celicami, nismo 
zaznali večjih sprememb v zastopanosti posameznih maščobnih kislin (Sliki 26 in 27). 
Celice A549 so vsebovale visoko vsebnost palmitinske kisline (C16:0), ki je gradnik 
dipalmitoilfosfatidilholina (DPPC), ki ima ključno vlogo pri zniževanju površinske 
napetosti v alveolih pljuč. Začetnemu povečanju izražanja genov, ki sodelujejo pri sintezi 
in transportu PC (zlasti izražanje CHKA in ABCA3 po 6-urni izpostavitvi nanodelcem       
-Fe2O3+SiO2), je sledil upad izražanja. Zmanjšano izražanje genov, ki sodelujejo v 
metabolizmu PC (po 48-urni izpostavitvi nanodelcem -Fe2O3+SiO2), je lahko posledica 
neuspešne izgradnje lamelarnih teles, ki smo jo opazili pri izpostavljenih celicah (Slike 21, 
22 in 23). Naši rezultati so pokazali, da necitotoksične koncentracije nanodelcev               
-Fe2O3+SiO2 v celicah A549 vplivajo na lipidni metabolizem. Da nanodelci lahko 
vplivajo na metabolizem lipidov, ne da bi zmanjšali viabilnost celic, so pokazali tudi 
Przybytkowska in sodelavci (2009), ki so kadmijevim nanodelcem izpostavili primarne 
glia celice miši in celice nadledvične žleze podgan (PC12). V nasprotju z našimi rezultati, 
ki kažejo na kopičenje lipidov v obliki PC v multivezikulanih telesih in avtofagnih 
vakuolah, so Przybytkowska in sodelavci (2009) zaznali kopičenje nevtralnih lipidov 
(triacilgliceroli, diacilgliceroli, estri holesterola…) v lipidnih kapljah.  
 
V celicah A549, ki smo jih izpostavili nanodelcem -Fe2O3+SiO2, smo zaznali spremembe 
v izražanju gena za surfaktantni protein C (SP-C; produkt gena SFTPC; Slika 24; 
Preglednica 3). SP-C je hidrofobni protein, ki se izraža izključno v alveolarnih celicah tipa 
II (Weaver in sod., 2002). Motnje v izgradnji lamelarnih teles, ki smo jih zaznali (Slike 21, 
22 in 23), niso posledica sprememb v izražanju SFTPC, saj SP-C ni nujen za njihovo 
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izgradnjo. Glasser in sodelavci (2001) so namreč poročali, da imajo miši, ki ne izražajo 
SFTPC, v alveolarnih celicah tipa II normalna lamelarna telesa. Kljub temu pa lahko 
spremembe v izražanju SFTPC vplivajo na slabšo sposobnost zniževanja površinske 
napetosti kapljevine nad celicami (Slika 28), saj ima SP-C pomembno vlogo pri izgradnji 
in vzdrževanju surfaktantnega filma v pljučnih alveolih (Perez-Gil in Weaver, 2010). 
Pomanjkanje SP-C pri človeku je povezano z razvojem kroničnih bolezni pljuč (Amin in 
sod., 2001). Poleg vpliva nanodelcev -Fe2O3+SiO2 na izgradnjo lamelarnih teles 
predstavljajo motnje v izražanju SFTPC še dodatno tveganje za razvoj pljučnih obolenj.  
 
Domnevamo, da so motnje biogeneze lamelarnih teles, ki smo jih zaznali v celicah A549, 
verjetno posledica tako sproženih motenj v metabolizmu pljučnega surfaktanta kot tudi 
biofizikalnih interakcij nanodelcev s fosfolipidi v procesu zlaganja pljučnega surfaktanta v 
zavite lamele lamelarnih teles (Slika 29). Nanodelci se v zunajceličnem okolju obdajo z 
različnimi biološkimi molekulami (Shang in sod., 2014), ki tvorijo tako imenovano 
korono. Korona nanodelcev vsebuje tudi sestavine pljučnega surfaktanta (Monopoli in 
sod., 2012). Celice privzamejo nanodelce -Fe2O3+SiO2 v procesu endocitoze, ki je 
pomemben del recikliranja surfaktantov. Privzeti nanodelci se v celici nahajajo najprej v 
endocitotskem veziklu, ki se kasneje preoblikuje v multivezikularno telo. Nanodelci         
-Fe2O3+SiO2 motijo zlivanje intraluminalnih veziklov in normalno nastajanje lamel 
lamelarnih teles. Nepravilno zgrajena lamelarna telesa se nato obdajo z izolacijsko 
membrano in se razgradijo v procesu avtofagije, s katero celice skušajo odstraniti 
nenormalne ali poškodovane celične strukture. Zaradi motene biogeneze lamelarnih teles 
in sprememb v izražanju SFTPC imajo celice A549 slabšo sposobnost zniževanja 
površinske napetosti kapljevine nad celicami (Slika 28). 
 
Čeprav je stik nanomaterialov z alveolarnimi celicami tipa II pri običajnih načinih vnosa 
medicinskih nanomaterialov v telo (vnos v žile, vnos skozi prebavila, vnos skozi kožo) 
malo verjeten, pa se čedalje več pozornosti usmerja v neinvaziven način vnosa – skozi 
pljuča, kjer so interakcije nanomaterialov z alveolarnimi celicami tipa II neizogibne ( Yang 
in sod., 2008; Sadhukha in sod., 2013). Alveolarne celice tipa II so posebej dovzetne za 
izpostavljenost nanomaterialom, saj lahko pri procesu recikliranja surfaktanta z endocitozo 
privzamejo tudi nanomateriale. Endocitozo celic lahko koristno uporabimo pri medicinski 
diagnostiki in terapiji z nanomateriali. Moramo pa se zavedati, da internalizirani 
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nanomateriali lahko ovirajo pomembne funkcije celic ter povzročijo neželene učinke, 
čeprav ne povzročijo citotoksičnosti. Motnje v metabolizmu surfaktanta in v biogenezi 
lamelarnih teles, ki smo jih zaznali pri celicah A549, ki so bile izpostavljene 
necitotoksičnim koncentracijam nanodelcev -Fe2O3+SiO2, so zmanjšale sposobnost celic, 
da izdelajo surfaktantni film, ki bi učinkovito znižal površinsko napetost kapljevine nad 
celicami (Slika 28). Nizka površinska napetost v alveolih je ključna za vzdrževanje 
ustrezne prostornine pljuč med dihalnim ciklom (Whitsett in sod., 2010). Moten 
metabolizem surfaktanta in povišana površinska napetost v alveolih lahko v in vivo pogojih 
pripeljeta do resnih okvar delovanja pljuč (Nkadi in sod., 2009; Akella in Deshpande, 
2013), za katere do nedavnega nismo poznali vzroka za njihov nastanek (Whitsett in sod., 
2010).  
 
V kolikšni meri je metabolizem lipidov in ostalih sestavin pljučnega surfaktanta odvisen od 
vrste nanomateriala in od vrste celic, je potrebno preučiti v prihodnjih raziskavah in vitro 
ter in vivo. 
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Slika 29: Shema normalne in motene biogeneze lamelarnih teles v celicah A549. (A) 
Celice privzamejo komponente pljučnega surfaktanta v procesu endocitoze, ki je 
pomemben del recikliranja surfaktantov. Nastala multivezikularna telesa (MVB) prenesejo 
privzet fosfatidilholin (PC) v lamelarna telesa. Pomemben del PC nastane tudi z lastno 
sintezo. Surfaktant se iz celice izloči z regulirano eksocitozo lamelarnih teles, čemur sledi 
reorganizacija surfaktanta v surfatantni film, ki zniža površinsko napetost interfaze med 
kapljevino in plinom. (B) Celicam, ki so izpostavljene nanodelcem -Fe2O3+SiO2, se 
poveča sinteza PC in vsebnost MVB, s čimer celica zmanjša škodljiv vpliv nanodelcev. 
Nanodelci, ki v procesu endocitoze vstopijo v MVB, preprečijo normalno nastajanje 
lamelarnih teles, kar sproži avtofagijo in nastanek avtofagnih vakuol (AV). Zaradi 
spremenjenega metabolizma surfaktanta in motene biogeneze lamelarnih teles je ovirano 
tudi zniževanje površinske napetosti interfaze med kapljevino in plinom. (Avtor slike: 
Veno Kononenko)  
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5.2. SKLEPI 
 
1. Nanodelci ZnO so v celicah MDCK povzročili nastanek poškodb DNA, medtem ko 
večji mikrodelci ZnO in ekvimolarna koncentracija cinkove soli ZnCl2 niso 
delovali genotoksično. S tem smo potrdili našo prvo hipotezo.  
 
2. Nanodelci ZnO sprožijo poškodbe DNA in kromosomov celic MDCK že pri 
necitotoksičnih koncentracijah. 
 
3. Genotoksičnost nanodelcev ZnO spremlja zmanjšana aktivnost obrambnih encimov 
GST in CAT v celicah MDCK.  
 
4. Nanodelci -Fe2O3+SiO2 so v celicah A549 povečali vsebnost fosfatidilholina in 
multivezikularnih teles ter zmanjšali vsebnost lamelarnih teles.  
 
5. Nanodelci -Fe2O3+SiO2 so v celicah A549 sprožili avtofagijo, s katero se 
razgradijo poškodovana in z nanodelci napolnjena lamelarna telesa.  
 
6. Nanodelci -Fe2O3+SiO2 so v celicah A549 povečali sintezo fosfatidilholina in 
ovirali biogenezo lamelarnih teles. 
 
7. Internalizirani nanomateriali lahko ovirajo pomembne funkcije celic, čeprav ne 
povzročajo citotoksičnosti. 
 
8. Izbrani nanomateriali v celicah MDCK in A549 niso sprožili fosfolipidoze 
(prekomerno intracelularno kopičenje fosfolipidov v lamelarnih telesih). Tako 
nismo potrdili naše druge hipoteze. 
 
9. Odziv celic A549 na izpostavljenost nanomaterialom je odvisen od koncentracije 
nanomaterialov in časa izpostavljenosti nanomaterialom. Nekateri nanomateriali so 
na celice A549 delovali citotoksično, vendar niso sprožili fosfolipidoze, zato ne 
moremo potrditi naše tretje hipoteze.  
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10. Pojav fosfolipidoze ni ustrezen indikator kvarnih vplivov nanomaterialov v celicah 
MDCK in A549.  
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6. POVZETEK (SUMMARY) 
 
6.1. POVZETEK 
 
V zadnjem desetletju smo priča hitremu razvoju nanotehnologij, kar pospešuje izdelavo in 
uporabo nanomaterialov za različne aplikacije. Sočasno z naraščanjem proizvodnje 
nanomaterialov se povečuje tudi potreba po testiranju njihovih vplivov na žive organizme 
in njihove celice. Do sedaj je bilo izvedenih že več nanotoksikoloških raziskav, a podatki o 
bioloških vplivih nanomaterialov pri koncentracijah, ki ne vodijo v celično smrt, so 
trenutno še pomanjkljivi.  
 
V okviru doktorske disertacije smo testirali vpliv izbranih nanomaterialov, ki imajo 
potencial za uporabo v medicini. Kot testni sistem smo uporabili pasje ledvične celice 
MDCK (ang. Madin-Darby Canine Kidney cells) ter človeške pljučne celice A549 z 
lastnostmi alveolarnih celic tipa II.  
 
V prvem delu, kjer smo celice MDCK izpostavili nanodelcem ZnO, smo preverili, ali so 
biološki vplivi delcev ZnO odvisni od njihove velikosti ter ali so biološki vplivi posledica 
raztapljanja ZnO in sproščanja cinkovih ionov v gojišče za celice. Celice MDCK smo 
izpostavili necitotoksičnim koncentracijam nanodelcev ZnO, mikrodelcev ZnO ter cinkove 
soli ZnCl2. Po 24-urni izpostavitvi smo preverili, ali je v celicah MDCK prišlo do poškodb 
DNA in kromosomov ter do sprememb v aktivnosti celičnih obrambnih encimov 
(glutation-S-transferaza, GST; katalaza, CAT). Z uporabo atomske absorpcijske 
spektroskopije (AAS) in prilagojene anodne voltametrične metode (SW-ASV) smo 
preverili stopnjo raztapljanja nanodecev ZnO v gojišču za celice.  
 
Pri nadaljnjem delu smo celice MDCK in A549 izpostavili različnim nanomaterialom, da 
bi preverili, ali izbrani nanomateriali sprožijo nastanek fosfolipidoze. Fosfolipidoza je 
stanje, pri katerem pride do prekomernega znotrajceličnega kopičenja fosfolipidov, ki se 
nalagajo v posebnih celičnih organelih s kislo notranjostjo – lamelarnih telesih. 
Fosfolipidoza se omenja kot del prilagoditvenega mehanizma celic na stres, saj se preko 
akumulacije potencialno nevarnih snovi, ki se shranjujejo skupaj z lipidi, celice obvarujejo 
pred škodljivimi vplivi. Do fosfolipidoze lahko pride v celicah različnih tkiv in organov, 
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tudi v pljučih in ledvicah. Fosfolipidoza se smatra kot kazalec škodljivih učinkov, saj 
pogosto spremlja različne patološke procese. V okviru raziskovalnega dela smo želeli 
preveriti, ali bi v prihodnosti lahko uporabljali pojav fosfolipidoze kot zgodnji indikator 
kvarnih vplivov nanomaterialov.  
 
Rezultati prvega sklopa raziskav so pokazali, da nanodelci ZnO sprožijo poškodbe DNA in 
kromosomov v celicah MDCK že pri necitotoksičnih koncentracijah. Genotoksičnost 
delcev ZnO je odvisna od njihove velikosti in ni posledica izključno cinkovih ionov, ki se 
sprostijo iz nanodelcev v gojišče za celice. Genotoksičnost nanodelcev ZnO spremlja 
zmanjšana aktivnost obrambnih encimov glutation-S-transferaze (GST) in katalaze (CAT).  
 
Pokazali smo, da izbrani nanomateriali ne povzročijo fosfolipidoze v celicah MDCK, saj se 
količina s fosfolipidi bogatih organelov po 48-urni izpostavitvi nanomaterialom v celicah 
ni povečala. Za razliko od celic MDCK pa smo v celicah A549 zaznali potencial 
maghemitnih nanomaterailov, prevlečenih s plastjo SiO2 (γ-Fe2O3+SiO2,                            
γ-Fe2O3+SiO2-NH2, γ-Fe2O3+SiO2-COOH), za sprožitev fosfolipidoze. Delo smo 
nadaljevali z nanodelci -Fe2O3+SiO2, ki so pokazali največji potencial za sprožitev 
fosfolipidoze. Nanodelci γ-Fe2O3+SiO2 so v celicah A549 sprožili povečano vsebnost s 
fosfolipidi bogatih organelov, sprožili so začetno povečanje izražanja genov za sintezo 
fosfatidilholina (PC), povečano vsebnost PC v celicah ter povečano vsebnost organelov, ki 
sodelujejo pri biogenezi lamelarnih teles (multivezikularna telesa). Kljub temu pa nismo 
dokazali, da bi nanomateriali lahko v celicah sprožili nastanek fosfolipidoze, saj je pregled 
celic s presevno elektronsko mikroskopijo (TEM) pokazal, da se je količina lamelarnih 
teles v izpostavljenih celicah A549 zmanjšala. V izpostavljenih celicah smo zasledili tudi 
povečano vsebnost avtofagnih vakuol, ki so pogosto vsebovale lamelarna telesa z 
nepravilno strukuro in bila zato namenjena razgradnji. Rezultati pri celicah A549 so 
pokazali, da nanodelci γ-Fe2O3+SiO2 vplivajo na metabolizem lipidov in na biogenezo 
lamelarnih teles, kar pripelje do slabše sposobnosti zniževanja površinske napetosti 
kapljevine nad celicami. V kolikšni meri je metabolizem lipidov in ostalih sestavin 
pljučnega surfaktanta odvisen od vrste nanomateriala in od vrste celic, je potrebno preučiti 
v prihodnjih raziskavah in vitro ter in vivo. 
 
Naši rezultati so pokazali, da pojav fosfolipidoze ni ustrezen indikator kvarnih vplivov 
nanomaterialov. Ker v izbranih celicah nismo dokazali fosfolipidoze, tudi nismo mogli 
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potrditi, da se znaki fosfolipidoze začno kazati pred znaki strupenosti. Kljub temu pa so 
naši rezultati pokazali, da nanomateriali pri necitotoksičnih koncentracijah lahko sprožijo 
poškodbe DNA ter ovirajo pomembne funkcije celic. Zato lahko zaključimo, da je za 
nanomateriale, ki lahko pridejo v stik s pljuči, potrebno preveriti njihov vpliv na biogenezo 
lamelarnih teles alveolarnih celic, saj lahko tovrstne motnje celične funkcije vodijo v 
razvoj pljučnih obolenj.  
 
6.2. SUMMARY 
 
In the last decade we have witnessed the rapid development of nanotechnology, which 
stimulates the production and the use of nanomaterials for various applications. 
Simultaneously, with the increasing production of nanomaterials, the need to test their 
effects on living organisms and in cells is fast becoming a pressing health matter. A great 
number of nanotoxicological studies have already been performed, but data on the 
biological effects of nanomaterials at concentrations that do not cause cell death are 
currently lacking. 
 
Within the framework of the doctoral work, we selected nanomaterials that have potential 
applications in medicine and tested them for any adverse effects. Our experiments utilised 
two cell lines, Madin-Darby Canine Kidney cells (MDCK) and human A549 lung cells 
which share characteristics with alveolar type II cells. 
 
In the first part of our work, MDCK cells were exposed to ZnO nanoparticles. We 
investigated the effects that ZnO particle size had on toxicity and whether the ZnO toxicity 
was a result of ZnO dissolution and the release of zinc ions in the cell culture medium. 
MDCK cells were exposed to non-cytotoxic concentrations of ZnO nanoparticles, ZnO 
microparticles and zinc salt ZnCl2. After 24 hour exposure, we evaluated DNA and 
chromosomal damage and the activity of cellular stress enzymes (CAT and GST). We also 
checked the rate of zinc dissolution in the cell culture medium by atomic absorption 
spectroscopy (AAS) and adjusted square-wave anodic stripping voltammetry (SW-ASV) 
methods.  
 
We continued by exposing MDCK and A549 cells to different nanomaterial to test whether 
the selected nanomaterials have a potential to cause phospholipidosis. Phospholipidosis is a 
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condition characterised by the excessive intracellular accumulation of phosopholipids 
within special cellular organelles with acidic interiors – lamellar bodies. Phospholipidosis 
is considered a cellular adjustment mechanism to toxic substances. Through the 
accumulation of potentially hazardous substances that are stored within the lipids, the cell 
can protect itself against the associated harmful effects. Phospholipidosis can occur in 
different cells, tissues and organs and is often accompanying a variety of pathological 
processes. We wanted to examine whether phospholipidosis could be used as an early 
indicator of nanotoxicity.  
 
Results from the first part of our work have shown that ZnO nanoparticles at non-cytotoxic 
concentrations do induce DNA and chromosome damage. We showed that the genotoxicity 
of ZnO particles depends on particle size and that the associated toxicity cannot be 
explained solely by the release of zinc ions from the nanoparticles in the cell culture 
medium. Genotoxicity of ZnO nanoparticles was accompanied by a decreased activity of 
both glutathione S-transferase (GST) and catalase (CAT).  
 
Our second set of results showed that the selected nanomaterials do not have the potential 
to trigger phospholipidosis in MDCK cells. In contrast to MDCK cells, when A549 cells 
were treated with maghemite nanomaterials, coated with silica (γ-Fe2O3+SiO2,                   
γ-Fe2O3+SiO2-NH2, γ-Fe2O3+SiO2-COOH), we did witness a potential to cause 
phospholipidosis . Experimental work was continued with -Fe2O3+SiO2 nanoparticles, 
which exhibited the greatest potential to trigger phospholipidosis. In A549 cells,                 
-Fe2O3+SiO2 nanoparticles caused increases in the concentration of phospholipid rich 
organelles, expression of genes that synthesise PC, PC content in the cells, and the 
numbers of organelles involved in the biogenesis of lamellar bodies (multivesicular 
bodies). Nevertheless, we did not demonstrate that nanomaterials induce phospholipidosis, 
since the amount of lamellar bodies in the exposed cells actually reduced. Exposed cells 
had an increased content of autophagic vacuoles, which often contained defective lamellar 
bodies, destined for degradation. Results on A549 cells showed that -Fe2O3+SiO2 
nanoparticles affect lipid metabolism and the lamellar body biogenesis. This resulted in 
impaired ability of A549 cells to lower the hypophase surface tension. To what extent the 
metabolism of lipids and other components of lung surfactant is nanomaterial and cell type 
dependant, needs to be examined in future in vitro and in vivo studies.  
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Our results showed that occurrence of phospholipidosis is not an appropriate indicator of 
nanomaterial toxicity. Although we did not prove nanomaterial induced phospholipidosis, 
our results have shown that nanomaterials can induce DNA damage and that may affect 
important functions of cells at non-cytotoxic concentrations. In order to prevent the 
development of serious lung diseases, we suggest that all nanomaterials which may come 
into contact with the lungs be tested to confirm that they do not interfere with lamellar 
body biogenesis.  
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7. PRISPEVEK AVTORJA K DOKTORSKEMU DELU 
Kot avtor doktorske disertacije sem gojil celice MDCK in A549, ki smo jih uporabljali v 
raziskavah. Pripravil sem vse založne in delovne raztopine kemikalij ter suspenzije 
nanomaterialov, ki smo jih uporabljali pri našem delu. Nanodelce mix γ-Fe2O3/Fe3O4, mix 
γ-Fe2O3/Fe3O4+citrat ter mix γ-Fe2O3/Fe3O4+malat smo prejeli od dr. Stefanie Klein z 
Univerze Friedrich-Alexander, Erlangen-Nuremberg v Nemčiji. Nanodelce SiO2,         
SiO2-NH2 in SiO2-COOH smo prejeli od partnerjev v okviru evropskega projekta 
NanoMILE. Delce ZnO, C60, Cu in CuO smo kupili od komercialnega proizvajalca, 
koncerna Sigma Aldrich. Sintezo nanodelcev -Fe2O3, -Fe2O3+SiO2, -Fe2O3+SiO2-NH2 
in -Fe2O3+SiO2-COOH, meritve dinamičnega sipanja svetlobe, ζ-potenciala ter slikanje 
teh delcev z vrstičnim elektronskim mikroskopom sta opravila prof. dr. Darko Makovec ter 
dr. Slavko Kralj z Odseka za sintezo materialov Inštituta Jožef Stefan v Ljubljani. 
Prilagodil in izvedel sem vse teste citotoksičnosti ter genotoksičnosti izbranih 
nanomaterialov. Za razvoj programa za ocenjevanje poškodb DNA pri kometnem testu se 
zahvaljujem diplomantu Jerneju Janežič in njegovemu mentorju prof. dr. Igorju 
Kononenku iz Laboratorija za kognitivno modeliranje na Fakulteti za računalništvo in 
informatiko v Ljubljani. Prilagodil sem testa za meritev aktivnosti GST in CAT ter metodo 
za testiranje acelularne produkcije ROS. Za pomoč pri prilagoditvi testa MTT s celicami 
MDCK se zahvaljujem diplomantki Simoni Miceska. Za pomoč pri testiranju bioloških 
vplivov ZnO s celicami MDCK se zahvaljujem diplomantki Niki Marušič. Pripravil sem 
vzorce za meritev raztapljanja nanodelcev ZnO. Za meritve vzorcev gojišč za celice z 
metodo AAS se zahvaljujem študentki Alenki Malovrh. Za meritve vzorcev gojišč za 
celice s prilagojeno voltametrično metodo SW-ASV se zahvaljujem dr. Tei Romih. 
Meritve SW-ASV so bile izvedene na Odseku za analizno kemijo na Kemijskem inštitutu v 
Ljubljani. Prilagodil sem metodo barvanja celic z barvilom LipidTOX phospholipidosis in 
metodo njihovega ocenjevanja. Testiral sem potencial izbranih nanomaterialov za sprožitev 
fosfolipidoze na celicah MDCK in A549. Za pomoč pri barvanju celic A549 z barvilom 
LipidTOX se zahvaljujem diplomantki Ajdi Prevc. Prilagodil in izvedel sem metodo 
barvanja kislih organelov z barvilom nevtralno rdeče. Izmeril sem količino PC in lipidnih 
kapelj v celicah A549 po različnih izpostavitvah. Barvanje lipidnih kapelj in merjenje 
stopnje izražanja genov sem izvedel na Odseku za molekularne in biomedicinske znanosti 
na Inštitutu Jožef Stefan v Ljubljani. Za pomoč pri barvanju lipidnih kapelj z barvilom 
nilsko rdeče se zahvaljujem doc. dr. Toniju Petanu in študentki Danijeli Jošić. Za pomoč in 
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nasvete pri izvedbi metode qPCR se zahvaljujem doc. dr. Toniju Petanu. Analizo 
ultrastrukturnih sprememb celic A549 s presevno elektronsko mikroskopijo (TEM) sem s 
pomočjo somentorice doc. dr. Andreje Erman izvedel na Inštitutu za biologijo celice 
Medicinske fakultete v Ljubljani. Analizo maščobnokislinskega profila celic smo izvedli 
na Katedri za mikrobiologijo in mikrobno biotehnologijo na Biotehniški fakulteti. Vzorce 
za analizo metilnih estrov maščobnih kislin sem pripravil sam, meritve s plinskim 
kromatografom pa je izvedla dr. Maša Zorec.  
 
Kot prvi avtor preglednega znanstvenega članka (Kononenko in sod., 2015) ter dveh 
izvirnih znanstvenih člankov, citiranih v disertaciji (Kononenko in sod., 2017, 2017c), sem 
s pomočjo mentorice prof. dr. Damjane Drobne, somentorice doc. dr. Andreje Erman ter 
ostalih soavtorjev naredil pregled literature in rezultatov ter jih primerno komentiral. Kot 
soavtor petih izvirnih znanstvenih člankov (Imani in sod., 2015; Pajnič in sod., 2015; 
Škarková in sod., 2016; Imani in sod., 2017; Romih in sod., 2017), desetih objavljenih 
povzetkov znanstvenih prispevkov na konferenci ter dveh samostojnih poglavij v 
monografski publikaciji (Keremidarska in sod., 2015; Kononenko in sod., 2017b) sem 
aktivno sodeloval pri izvedbi poskusov, interpretaciji rezultatov in pisanju navedenih 
prispevkov. 
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PRILOGA A: SLIKE UPORABLJENIH NANOMATERIALOV 
 
 
Slika A1: Sliki vzorca fulerenov C60 (A, B). (Avtor slike: prof. dr. Darko Makovec, IJS, 
Ljubljana) 
 
 
 
Slika A2: Sliki vzorca ZnO nano (A) in ZnO mikro (B). (Avtor slike: prof. dr. Darko 
Makovec, IJS, Ljubljana) 
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Slika A3: Sliki vzorca Cu (A) in CuO (B). (Avtor slike: prof. dr. Darko Makovec, 
IJS, Ljubljana) 
 
 
 
Slika A4: Sliki vzorca SiO2. (Vir slike: Joint Research Centre; partnerji v okviru 
evropskega projekta NanoMILE) 
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Slika A5: Slike vzorca -Fe2O3 (A-C) in -Fe2O3+SiO2 (D-F). (Avtor slike: dr. Slavko 
Kralj, IJS, Ljubljana) 
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PRILOGA B: OCENJEVALNA LESTVICA ZA DOLOČANJE POTENCIALA ZA 
SPROŽITEV FOSFOLIPIDOZE 
 
Za ocenitev potenciala različnih nanomaterialov za sprožitev fosfolipidoze smo celice 
MDCK in celice A549 barvali z barvilom LipidTOX™ Green phospholipidosis detection 
(Life Technologies, Carlsbad, ZDA). Barvilo LipidTOX obarva s fosfolipidi bogate 
organele, tako da celice, ki vsebujejo večjo količino fosfolipidov, bolj fluorescirirajo. 
Ocenjevanje celic MDCK je potekalo na podlagi ocenjevalne lestvice, ki je prikazana na 
sliki B1. Ocenjevanje celic A549 je potekalo na podlagi ocenjevalne lestvice, ki je 
prikazana na sliki B2. 
 
 
Slika B1: Ocenjevalna lestvica za določanje potenciala za sprožitev fosfolipidoze v 
celicah MDCK. Posamezno celico MDCK, ki smo jo pobarvali z barvilom LipidTOX™ 
Green phospholipidosis detection (Life Technologies, Carlsbad, ZDA), smo ročno ocenili 
glede na znotrajcelično fluorescenco: blaga fluorescenca (Ocena 1), zmerna fluorescenca 
(Ocena 2), visoka fluorescenca (Ocena 3), zelo visoka fluorescenca (Ocena 4). Črka J 
označuje celična jedra. (Avtor slike: Veno Kononenko) 
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Slika B2: Ocenjevalna lestvica za določanje potenciala za sprožitev fosfolipidoze v 
celicah A549. Posamezno celico A549, ki smo jo pobarvali z barvilom LipidTOX™ Green 
phospholipidosis detection (Life Technologies, Carlsbad, ZDA), smo ročno ocenili glede 
na znotrajcelično fluorescenco: blaga fluorescenca (Ocena 1), zmerna fluorescenca (Ocena 
2), visoka fluorescenca (Ocena 3), zelo visoka fluorescenca (Ocena 4). Črka J označuje 
celična jedra. (Avtor slike: Veno Kononenko) 
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PRILOGA C: KRATEK OPIS PREUČEVANIH GENOV 
 
Hišni geni (za normalizacijo izražanja ostalih genov; ang. housekeeping genes): 
 
 TOP1: gen za DNA topoizomerazo 1. Gen TOP1 kodira encim, ki med 
prepisovanjem kontrolira in spreminja topološka stanja molekule DNA. Ta encim 
katalizira prehodne prelome in ponovna spajanja enoverižnih molekul DNA, s 
čimer omogoča spremembo topologije DNA.  
 
 SF3A1: gen, ki kodira podenoto 1 od faktorja spajanja 3a (ang. Splicing factor 3a 
subunit 1) in je zato pomemben pri sestavljanju spliceosoma (spajalnega telesca) in 
pri spajanju pre-mRNA molekul.  
 
Preučevani geni: 
 
Sinteza fosfatidilholina (PC) po Kennedyjevi poti de novo (pot CDP-holina): 
 
 CHKA in CHKB: gena, ki kodirata encima holin kinazi alfa in beta. Glavna pot 
biosinteze PC poteka preko poti CDP-holina. Encim holin kinaza ima regulatorno 
vlogo, saj katalizira prvo reakcijo Kennedyjeve poti (ATP + holin > ADP + 
fosfoholin). Holin kinaza katalizira tudi fosforilacijo etanolamina.  
 
 PCYT1A in PCYT1B: gena za encima holin-fosfat citidililtransferazi alfa in beta. 
Holin-fosfat citidililtransferaza ima pomembno vlogo pri regulaciji sinteze PC. 
Encim katalizira reakcijo CTP + fosfoholin > difosfat + CDP-holin, regulira sintezo 
PC.  
 
Sinteza fosfatidilholina (PC) po Landovi poti remodeliranja: 
 
 LPCAT1 in LPCAT2: gena za encima lizofosfatidilholin aciltransferazi 1 in 2. 
Lizofosfatidilholin aciltransferaza ima pomembno vlogo v metabolizmu 
fosfolipidov. Encim v prisotnosti acil-CoA katalizira pretvorbo lizo-PC v PC.  
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Transport fosfatidilholina (PC) do lamelarnih teles: 
 
 ABCA3: gen za ATP-vezavni kasetni transportni protein 3 (ang. ATP-binding 
cassette sub-family A member 3), ki se v alveolarnih celicah tipa II nahaja na 
zunanji membrani lamelarnih teles in je ključen za nastajanje pljučnega surfaktanta.  
 
 PLTP: gen za transferni protein fosfolipidov. Transferni protein fosfolipidov je 
pomemben za prenos različnih lipidnih molekul. Verjetno sodeluje pri prenosu PC 
iz endoplazemskega retikuluma do lamelarnih teles.  
 
Metabolizem maščobnih kislin: 
 
 FASN: gen za sintazo maščobnih kislin. Sintaza maščobnih kislin je 
multifunkcionalen protein, katerega glavna naloga je kataliza sinteze dolgoverižne 
nasičene palmitinske kisline (C16:0). Palmitinska kislina se ob prisotnosti NADPH 
sintetizira iz acetil-CoA in malonil-CoA. 
 
 SREBF1: gen za transkripcijski faktor, ki se veže na sterolni regulatorni element 
(ang. sterol regulatory element-binding protein 1). Protein SREBP1 je pomemben 
regulator sinteze maščobnih kislin. Preko spodbujanja glikolize, lipogeneze in 
adipogeneze ima pomembno vlogo pri vzdrževanju energijske homeostaze. 
 
 PPARA in PPARG: gena za receptorja ɑ in γ, aktivirana s proliferatorjem 
peroksisomov (ang. peroxisome proliferator-activated receptor α and γ). Gena 
PPARA in PPARG imata pomembno vlogo pri diferenciaciji celic, celičnem 
razvoju in metabolizmu. Aktivacija PPARA spodbudi privzem, uporabo in 
razgradnjo maščobnih kislin. PPARA, ki deluje kot transkripcijski faktor, spodbudi 
izražanje genov, ki sodelujejo pri transportu in β-oksidaciji maščobnih kislin. 
PPARG sodeluje pri regulaciji skladiščenja maščobnih kislin in pri metabolizmu 
glukoze. PPARG spodbudi izražanje genov, ki pospešijo privzem lipidov.  
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Drugo 
 
 PLIN2: gen, ki kodira protein, ki sodi v skupino perilipinov, ki v celicah obdajajo 
lipidne kaplje. Ker ni omejen le na adipocite, ga lahko uporabljamo kot marker 
lipidnih kapelj. 
 
 SFTPC: gen, ki kodira hidrofobni surfaktantni protein C, ki se proizvaja le v 
alveolarnih celicah tipa II. Surfaktantni protein C je pomemben za normalno 
izgradnjo surfaktantnega filma v pljučnih alveolih, s čimer se omogoči normalno 
dihanje.  
 
Vir:  
Entrez Gene database. National Center for Biotechnology Information (NCBI). 2017. 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene (10.12. 2016) 
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PRILOGA D: NUKLEOTIDNA ZAPOREDJA UPORABLJENIH 
OLIGONUKLEOTIDNIH ZAČETNIKOV 
 
Preglednica D1: Nukleotidna zaporedja olignonukleotidnih začetnikov, ki smo jih 
uporabili pri kvantitativnem PCR. 
Gen Pristopna # Vodilni začetni ologonukleotid Povratni začetni ologonukleotid Vir 
TOP1 NM_003286 CCCTGTACTTCATCGACAAGC CCACAGTGTCCGCTGTTTC Pucer in sod., 2013 
SF3A1 NM_005877 Zaporedje ni znano Zaporedje ni znano PrimerDesign (UK) 
CHKA NM_001277 CATCTATTGAATTTGGGTACATGG GTCACACCCCAAGCTTCCT Li in sod., 2014 
CHKB NM_005198 AGCAGGTTCATCTCAGGGAG ATGGAGATGCCTTTCACCAA Cui in sod., 2007  
PCYT1A NM_005017 ACCGGATTGATTTTGTAGCC AACATGCCTGCCTCCTTG Brouwer in Kremer, 2006 
PCYT1B NM_001163265 GCAGGGATGTTCGTTCCAA CTGGTAATGATGTCCGATGTTGA Horie-Inoue in sod., 2004 
LPCAT1 NM_024830 GATGAAGGGAGGAGAGAAGATAGG CAGACAGGGCAACCACACAC Ariyama in sod., 2010 
LPCAT2 NM_017839 CTGTCTTGTGCAACCCTTCC ACATCAAGGTCAGGCACTCC Ariyama in sod., 2010  
ABCA3 NM_001089 CTCCGAGAAGGACTTTGAGG TCCGTGTGTAACTGAACCGT Shen in sod., 2012 
PLTP NM_001242920 AGAATGGTTGGAATAGATTCGG GTCCAGCATGACTATGGACG Wu in sod., 2014 
PPARA NM_001001928 GTGGCTGCTATCATTTGCTGTG CACATGTACAATACCCTCCTGCAT Peeters in sod., 2006 
PPARG NM_005037 GATGTCTCATAATGCCATCAGGTT GGATTCAGCTGGTCGATATCACT Peeters in sod., 2006  
SREBF1 NM_001005291 GGATTGCACTTTCGAAGACATG AGCATAGGGTGGGTCAAATAGG Pucer in sod., 2013 
FASN NM_004104 AACTCCAAGGACACAGTCACCAT CAGCTGCTCCACGAACTCAA Pucer in sod., 2013 
PLIN2 NM_001122 AGTATCCCTACCTGAAGTCTGTG CCCCTTACAGGCATAGGTATTG Pucer in sod., 2013 
SFTPC NM_001172357 AGCAAAGAGGTCCTGATGGA ACAATCACCACGACGATGAG Nordgård in sod., 2013 
Kratice: CHKA, CHKB: holing kinaza ɑ in β; PCYT1A, PCYT1B: holin-fosfat citidililtransferaza ɑ in β; LPCAT1, 
LPCAT2: lizofosfatidilholin aciltransferaza 1 in 2; ABCA3: ATP-vezavni kasetni transporter 3; PLTP: transferni protein 
fosfolipidov; PPARA, PPARG: receptor ɑ in γ, aktiviran s proliferatorjem peroksisomov; SREBF1: gen za transkripcijski 
faktor, ki se veže na sterolni regulatorni element; FASN: sintaza maščobnih kislin; PLIN2: perilipin 2; SFTPC: 
surfaktantni protein C. 
 
Viri: 
Ariyama H., Kono N., Matsuda S., Inoue T., Arai H. 2010. Decrease in membrane phospholipid unsaturation induces unfolded 
protein response. Journal of Biological Chemistry. 285(29): 22027-22035 
Brouwer A.P.M.,  Kremer H. 2006. Comparison of 12 reference genes for normalization of gene expression levels in Epstein-
Barr virus-transformed lymphoblastoid cell lines and fibroblasts. Molecular diagnosis & therapy. 10(3): 197-204 
Cui W., Taub D.D., Gardner K. 2007. qPrimerDepot: a primer database for quantitative real time PCR. Nucleic acids research. 
35(suppl 1): D805-D809 
Horie-Inoue K., Bono H., Okazaki Y., Inoue S. 2004. Identification and functional analysis of consensus androgen response 
elements in human prostate cancer cells. Biochemical and biophysical research communications. 325(4): 1312-1317 
Li Z., Wu G., van der Veen J.N., Hermansson M., Vance D.E. 2014. Phosphatidylcholine metabolism and choline kinase in 
human osteoblasts. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular and Cell Biology of Lipids. 1841(6): 859-867 
Nordgård O., Singh G., Solberg S., Jørgensen L., Halvorsen A.R., Smaaland R., Brustugun O.T., Helland Å. 2013. Novel 
molecular tumor cell markers in regional lymph nodes and blood samples from patients undergoing surgery for non-small 
cell lung cancer. PLoS One. 8(5): e62153 
Peeters S.D., van der Kolk D.M., de Haan G., Bystrykh L., Kuipers F., de Vries E.G., Vellenga E. 2006. Selective expression of 
cholesterol metabolism genes in normal CD34+CD38- cells with a heterogeneous expression pattern in AML cells. 
Experimental hematology. 34(5): 622-630 
Pucer A., Brglez V., Payre C., Pungercar J., Lambeau G., Petan T. 2013. Group X secreted phospholipase A(2) induces lipid 
droplet formation and prolongs breast cancer cell survival. Molecular cancer. 12(1): 111 
Shen Q., Liu S., Hu J., Chen S., Yang L., Li B., Wu X., Yang J., Ma Y., Li Y. 2012. The differential expression pattern of the 
BMI-1, SALL4 and ABCA3 genes in myeloid leukemia. Cancer cell international. 12(1): 42 
Wu X, Zhang W, Font-Burgada J, Palmer T, Hamil AS, Biswas SK, Poidinger M., Borcherding N., Xie Q., Ellies L.G., Lytle 
N.K., Wu L.W. , Fox R.G., Yang J., Dowdy S.F., Reya T., Karin M. 2014. Ubiquitin-conjugating enzyme Ubc13 controls 
breast cancer metastasis through a TAK1-p38 MAP kinase cascade. Proceedings of the National Academy of Sciences. 
111(38): 13870-13875 
  
Kononenko, V. Vpliv nanomaterialov na sprožitev fosfolipidoze in vitro na primeru izbranih celičnih linij. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko, 2017 
 
 
PRILOGA E: IZVIRNI PRISPEVKI DOKTORSKE DISERTACIJE K ZNANOSTI  
 
Analiza interakcij delcev ZnO s pasjimi ledvičnimi celicami MDCK ter razlaga 
mehanizmov toksičnosti 
Rezultati v doktorski nalogi so pokazali, da ima velikost delcev ZnO pomemben vpliv na 
njihove interakcije s celicami MDCK v pogojih in vitro. Nanodelci ZnO so v celicah 
MDCK povzročili nastanek poškodb DNA, medtem ko večji mikrodelci ZnO niso delovali 
genotoksično.V doktorski nalogi je pokazano, da ekstracelularno raztapljanje nanodelcev 
ZnO ne more biti odgovorno za nastanek poškodb DNA, do katerih pride ob izpostavitvi 
celic z nanodelci ZnO, saj ekvimolarne koncentracije cinkove soli ZnCl2 niso delovale 
genotoksično. Genotoksičnost nanodelcev ZnO spremlja zmanjšana aktivnost obrambnih 
encimov glutation-S-transferaze (GST) in katalaze (CAT) v celicah MDCK.  
 
Analiza interakcij nanodelcev γ-Fe2O3+SiO2 s pljučnimi celicami A549 ter razlaga 
mehanizmov toksičnosti 
Rezultati v doktorski disertaciji prispevajo k razumevanju vpliva nanodelcev na 
metabolizem pljučnega surfaktanta in na nastajanje lamelarnih teles v pljučnih celicah 
A549 v pogojih in vitro. Doktorsko delo nakazuje, da internalizirani nanodelci ovirajo 
pomembne funkcije celic, ki bi lahko vodile v razvoj resnih pljučnih obolenj. Magnetni 
nanodelci iz maghemitnega jedra ter oblečeni s plastjo silike (γ-Fe2O3+SiO2) so imeli vpliv 
na metabolizem pljučnega surfaktanta, na nastajanje lamelarnih teles ter na zniževanje 
površinske napetosti interfaze zrak-kapljevina nad celicami. Nanodelci -Fe2O3+SiO2 so 
pri necitotoksičnih koncentracijah v celicah povečali sintezo in vsebnost fosfatidilholina, 
povečali vsebnost multivezikularnih teles ter zmanjšali vsebnost lamelarnih teles. 
Nanodelci -Fe2O3+SiO2 so sprožili avtofagijo, s katero se razgradijo poškodovana in z 
nanodelci napolnjena lamelarna telesa. Odziv celic A549 na izpostavljenost nanodelcem -
Fe2O3+SiO2 je odvisen od koncentracije nanodelcev in od časa izpostavljenosti. 
 
Analiza vpliva nanomaterialov na sprožitev fosfolipidoze v celicah MDCK in A549 
 
V doktorski disertaciji je pokazano, da tudi necitotoksične koncentracije nanomaterialov 
lahko potencialno sprožijo nastanek škodljivih vplivov. Kljub sprožitvi nekaterih 
škodljivih vplivov izbrani nanomateriali v celicah MDCK in A549 niso sprožili 
fosfolipidoze (prekomernega znotrajceličnega kopičenja fosfolipidov v lamelarnih telesih), 
s čimer je bilo pokazano, da pojav fosfolipidoze ni ustrezen indikator kvarnih vplivov 
nanomaterialov v celicah MDCK in A549. 
